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Resumo 
As águas ornamentais podem funcionar como reservatórios de microrganismos patogénicos, 
constituindo um risco para a saúde pública. Este trabalho tem, como principal objetivo, avaliar a 
capacidade de produção de biofilmes in vitro, por bactérias potencialmente patogénicas para o 
Homem, isoladas de águas ornamentais. 
As bactérias do estudo pertencem aos géneros Escherichia, Pseudomonas, Aeromonas e 
Klebsiella e foram caraterizadas segundo o crescimento a diferentes temperaturas, o tempo de 
geração, a temperatura ótima de crescimento e a capacidade de produção de biofilmes. A última 
foi determinada pelo método de cristal violeta, para bactérias isoladas ou em consórcios binários, 
de isolados do mesmo mês de colheita (co-existentes no ambiente) ou de meses distintos. 
Adicionalmente, foram comparados, qualitativa e estatisticamente, os resultados do método de 
cristal violeta (método convencional) e de impedância elétrica (método inovador), na 
determinação do efeito de Aeromonas spp., ou do seu sobrenadante, em biofilmes de Klebsiella 
pneumoniae. 
A maioria dos isolados demonstrou crescimento a todas as temperaturas (5, 25, 37 e 45 ºC) e 
todos cresceram preferencialmente a 25 e 37 ºC, tendo apresentado tempos de geração 
inferiores a 88,8 minutos. Quanto à capacidade de formação de biofilme, 25 % dos isolados foram 
classificados como não produtores ou produtores fracos, 40 % como produtores moderados e 
10 % como fortes produtores de biofilme. Em biofilmes binários, 90 % das interações entre 
bactérias co-existentes no ambiente foram competitivas, contudo, existiu uma maior competição 
em co-culturas de isolados de meses distintos de colheita. Na comparação entre os dois 
métodos, a análise qualitativa e a análise estatística apresentaram relações distintas (direta e 
inversa, respetivamente). 
Em suma, estes resultados sugeriram que 75 % dos isolados apresentaram capacidade para 
produzir biofilmes in vitro, o que amplia o risco de infeções no Homem. É, assim, crucial, a tomada 
de medidas de controlo dos biofilmes no ambiente. 
 
Palavras-chave: Águas ornamentais; Bactérias patogénicas; Biofilmes; Infeções; Saúde pública. 
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Abstract 
The ornamental waters can act as reservoirs of pathogenic microorganisms and constitute a risk 
to public health. The main objective of this work is to evaluate the capacity of in vitro biofilm 
production by bacteria potentially pathogenic to humans, isolated from ornamental waters. 
The bacteria of the study belong to the genera Escherichia, Pseudomonas, Aeromonas and 
Klebsiella and were characterized according to growth at different temperatures, generation time, 
the optimal temperature of growth and the ability of biofilm production. The latter was determined 
by the crystal violet method, for bacteria isolated or in binary consortia, from the same month of 
harvest (co-existing in the environment) or from different months. Adittionally, the results of the 
violet crystal method (conventional method) and the electrical impedance method (innovative 
method) were compared qualitatively and statistically for the determination of the effect of 
Aeromonas spp. or its supernatant on Klebsiella pneumoniae biofilms. 
Most of the isolates grew at all temperatures (5, 25, 37 and 45 °C) and all grew preferentially at 
25 and 37 °C, with generation times of less than 88,8 minutes. As for the biofilm formation ability, 
25 % of the isolates were classified as non-producers or weak producers, 40 % as moderate 
producers and 10 % as strong biofilm producers. In binary biofilms, 90 % of the interactions 
between bacteria co-existing in the environment were competitive, however, there was a higher 
competition in co-cultures of isolates from distinct months of harvest. In the comparison between 
the two methods, qualitative and statistical analysis showed distinct relationships (direct and 
inverse, respectively). 
In summary, these results suggested that 75 % of the isolates had the ability to produce biofilms 
in vitro, which can increases the risk of human infections. It is therefore crucial to take measures 
to control biofilms in the environment. 
 
 
 
Keywords: Ornamental waters; Pathogenic bacteria; Biofilms; Infections; Public health. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
vii 
 
Índice de matérias 
 
1 Introdução .............................................................................................................................. 1 
1.1 Enquadramento e definição do estudo.......................................................................... 1 
1.2 Objetivo ......................................................................................................................... 2 
1.3 Organização da dissertação .......................................................................................... 2 
2 Revisão da literatura .............................................................................................................. 3 
2.1 A água como vetor de infeção ....................................................................................... 3 
2.2 Outras infeções – Águas ornamentais .......................................................................... 3 
2.3 Qualidade da água ........................................................................................................ 4 
2.3.1 Bactérias potencialmente patogénicas para o Homem ................................................. 5 
2.3.2 Eutrofização ................................................................................................................... 8 
2.4 Biofilmes microbianos ................................................................................................... 9 
2.5 Infeções associadas a biofilmes .................................................................................. 13 
2.6 Monitorização da qualidade microbiológica das águas ornamentais e estratégias de 
intervenção .............................................................................................................................. 14 
3 Materiais e métodos ............................................................................................................. 15 
3.1 Amostras biológicas .................................................................................................... 15 
3.1.1 Isolados bacterianos.................................................................................................... 15 
3.2 Avaliação do crescimento bacteriano a diferentes temperaturas ............................... 16 
3.3 Deslizamento em meio semi-sólido (“swarming motility”) ........................................... 16 
3.4 Tempo de geração ...................................................................................................... 17 
3.5 Ensaios de biofilme ..................................................................................................... 18 
3.6 Análise estatística........................................................................................................ 21 
4 Resultados e discussão ....................................................................................................... 23 
4.1 Caraterização dos isolados identificados .................................................................... 23 
4.1.1 Crescimento bacteriano a diferentes temperaturas .................................................... 23 
4.1.2 Tempo de geração ...................................................................................................... 24 
4.2 Biofilmes ...................................................................................................................... 29 
4.2.1 Biofilmes de uma espécie ........................................................................................... 29 
4.2.2 Biofilmes binários ........................................................................................................ 36 
5 Conclusões e propostas de intervenção .............................................................................. 49 
6 Perspetivas de trabalhos futuros ......................................................................................... 51 
7 Referências bibliográficas .................................................................................................... 53 
Anexos ......................................................................................................................................... 69 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ix 
 
Índice de figuras 
Figura 2.1 - E. coli. ........................................................................................................................ 6 
Figura 2.2 - K. pneumoniae. .......................................................................................................... 7 
Figura 2.3 - P. aeruginosa. ............................................................................................................ 7 
Figura 2.4 - A. hydrophila. ............................................................................................................. 8 
Figura 2.5 - Ciclo de vida de um biofilme. ................................................................................... 10 
Figura 2.6 - Modelos de interações entre espécies. ................................................................... 11 
Figura 3.1 - Crescimento bacteriano: Esquema experimental. ................................................... 17 
Figura 3.2 - Ensaios de biofilme: Inóculo experimental. ............................................................. 18 
Figura 3.3 - Microplacas para ensaios de impedância elétrica. .................................................. 19 
Figura 4.1 - Curva de crescimento bacteriano. ........................................................................... 24 
Figura 4.2 - Perfis de crescimento de E. coli, Aeromonas spp. e K. pneumoniae. ..................... 25 
Figura 4.3 - Temperatura ótima de crescimento. ........................................................................ 27 
Figura 4.4 - Cinéticas de formação de biofilmes. ........................................................................ 29 
Figura 4.5 - Formação de biofilmes in vitro. ................................................................................ 31 
Figura 4.6 - Deslizamento em meio semi-sólido. ........................................................................ 33 
Figura 4.7 - Deslizamento em meio semi-sólido: padrões heterogéneos. .................................. 34 
Figura 4.8 - Biofilmes binários: Relações entre espécies. .......................................................... 37 
Figura 4.9 - Cooperação entre espécies. .................................................................................... 38 
Figura 4.10 - Competição entre espécies. .................................................................................. 39 
Figura 4.11 - Biomassa em biofilmes: Isolados de meses diferentes versus Isolados do mesmo 
mês. ............................................................................................................................................. 41 
Figura 4.12 - Determinação da concentração ótima: Ensaio de impedância elétrica. ................ 45 
Figura 4.13 - Relação entre índice celular e absorvância. .......................................................... 46 
Figura 4.14 - Efeito de A. sobria ou de A. hydrophila no biofilme de uma Kp. ........................... 46 
Figura 4.15 - Análise estatística: Métodos de formação de biofilme. ......................................... 47 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xi 
 
Índice de tabelas 
Tabela 2.1 - Qualidade das águas segundo o estado trófico. ...................................................... 9 
Tabela 3.1 - Isolados bacterianos. .............................................................................................. 15 
Tabela 3.2 - Classificação dos isolados consoante a produção de biofilme. ............................. 19 
Tabela 4.1 - Temperaturas de crescimento das espécies. ......................................................... 24 
Tabela 4.2 - Tempos de geração. ............................................................................................... 26 
Tabela 4.3 - Capacidade de formação de biofilme versus deslizamento. .................................. 35 
Tabela 4.4 - Efeito de Aeromonas spp. em biofilmes de K. pneumoniae. .................................. 43 
Tabela I.1 – Distâncias de deslizamento. ................................................................................... 69 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xiii 
 
Lista de abreviaturas, siglas e símbolos 
Abs.  Absorvância 
cn  Controlo negativo 
DL   Doença dos legionários 
dp  Desvio-padrão 
EPS  Substância polimérica extracelular, do inglês extracellular polymeric substance 
G  Tempo de geração 
g.l.  Graus de liberdade 
IC  Índice celular 
Kp  Klebsiella pneumoniae 
LB  Meio de Luria-Bertani 
MH   Meio de Mueller-Hinton 
nm   Nanómetros 
OD  Oxigénio dissolvido 
qPCR Reação em cadeia da polimerase quantitativa, do inglês quantitative 
polymerase chain reaction 
rpm Rotações por minuto 
SEM Microscopia eletrónica de varrimento, do inglês scanning electron microscope 
SDT  Sólidos dissolvidos totais 
TSB  Caldo de hidrolisado de soja, do inglês tryptic soy broth 
TSI  Índice de estado trófico, do inglês trophic state index 
TTC  Cloreto 2, 3, 5 – Trifenil Tetrazólio 
UFC  Unidades formadoras de colónias 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 1 
 
1 Introdução 
1.1 Enquadramento e definição do estudo 
A vida nas áreas metropolitanas, apesar dos benefícios que a cidade oferece, é fatigante. Surge, 
por isso, e cada vez mais, a necessidade de descontração em espaços verdes e de lazer. Esses 
espaços oferecem calma e paz e são benéficos para a saúde pública, além de contribuírem para 
a preservação ambiental. 
A presença da água é um fator crucial para o bem-estar do Homem, e, por essa razão, os 
espaços verdes, normalmente, oferecem esse recurso, em forma de fontes ou lagos artificiais 
(antropogénicos). No entanto, a água pode funcionar como um reservatório de agentes 
infeciosos e produtos químicos tóxicos, constituindo um risco para a saúde humana. As crianças, 
pela sua natureza curiosa, e face à sua vulnerabilidade, têm gerado uma preocupação crescente, 
pois tendem a interagir com o ambiente circundante, especialmente com patos e peixes 
presentes nesses lagos, que constituem os principais vetores de contaminação.  
A abundância e diversidade da vida microbiana é quase ilimitada (1). As comunidades 
microbianas são fundamentais para uma infinidade de processos ecológicos, como a fixação de 
azoto (2), o ciclo global de carbono (3) e a degradação de matéria orgânica (4), como por exemplo, 
de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (5). Além disso, comunidades como as encontradas 
no microbiota intestinal de mamíferos são essenciais na saúde e no bem-estar do respetivo 
hospedeiro (6, 7). 
No entanto, diversos estudos epidemiológicos evidenciaram a existência de microrganismos 
considerados patogénicos para o Homem, como bactérias, vírus e protozoários. Estes 
microrganismos podem existir em habitats naturais ou antrópicos, como piscinas, sistemas de 
água potável, cozinhas e unidades prestadoras de cuidados de saúde, tendo, como principais 
hospedeiros, os seres humanos e os animais (8-10). 
Entre os agentes etiológicos mais relevantes de doenças transmitidas pela água, constam 
espécies de Legionella (doença do legionário), Vibrio (cólera), Aeromonas hydrophila 
(perturbações gastrointestinais) e Pseudomonas aeruginosa (etiologia variada). A redução dos 
riscos associados a estas infeções depende do controlo da exposição à água contaminada ou, 
quando possível, do seu tratamento, por forma a remover ou inativar os agentes infeciosos (11). 
Os biofilmes são considerados como as organizações mais comuns dos microrganismos em 
sistemas naturais e consistem na co-existência de uma ou mais espécies num complexo auto-
produzido. A transição do estado planctónico para o biofilme está dependente das condições do 
meio, que muitas vezes não possibilitam o seu crescimento isolado (i.e condições 
oligotróficas) (12, 13). 
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1.2  Objetivo  
A presente dissertação tem, como principal objetivo, a avaliação da produção de biofilmes in 
vitro, tanto individualmente, como em consórcios microbianos, constituídos por mais do que uma 
éspecie bacteriana, presentes numa água ornamental. Essa avaliação foi realizada através da 
identificação de potenciais sinergias entre os microrganismos, que possam aumentar a sua 
virulência, ampliando o risco para o Homem, além da comparação entre dois métodos distintos 
de monitorização de biofilmes. 
 
1.3  Organização da dissertação 
O presente trabalho apresenta um capítulo introdutório (capítulo 1) que destaca, de um modo 
abrangente, os temas em foco do estudo. 
O capítulo 2 é constituído pela revisão da literatura e tem como propósito aprofundar os temas 
abordados, com base no descrito na literatura, sendo: a água como vetor de infeção; infeções 
veiculadas por águas ornamentais; aspetos relevantes acerca da qualidade da água, 
nomeadamente o enquadramento legislativo e os indicadores de avaliação; os biofilmes 
microbianos: a sua função e importância no meio; as infeções associadas a biofilmes, e por 
último, são referidas estratégias de intervenção e monitorização da qualidade microbiológica da 
água. 
No capítulo 3, são descritos os procedimentos experimentais adotados na componente 
laboratorial, que originaram os resultados, apresentados e discutidos no capítulo 4. Ainda no 
capítulo 3, é descrita a análise estatística dos resultados. 
O capítulo 5 apresenta as conclusões da dissertação e possíveis propostas de intervenção, como 
a implementação de medidas de melhoria da qualidade das águas, consideradas cruciais na 
análise dos presentes objetos de estudo. 
Por último, no capítulo 6, são referidas as perspetivas de trabalhos futuros, como a aplicação de 
testes e métodos suplementares, que permitirão a melhor caraterização dos biofilmes e o seu 
comportamento face a agentes antimicrobianos, essenciais para a prossecução da investigação. 
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2 Revisão da literatura 
2.1 A água como vetor de infeção 
As doenças infeciosas transmitidas pela água constituíam, no início do século XXI, uma das 
principais causas de morbilidade e mortalidade em todo o mundo (14). Atualmente, estas doenças 
continuam a constituir uma causa de mortalidade, principalmente nos países em vias de 
desenvolvimento, onde o saneamento básico ainda é incipiente. É estimado que mais de 2,4 mil 
milhões de pessoas vivem sem um sistema adequado de abastecimento de água, em todo o 
mundo (15). A recolha e tratamento das águas residuais domésticas, a existência de sistemas de 
drenagem seguros e a sensibilização sobre procedimentos higiénicos, são medidas essenciais 
para a redução dos riscos associados a essas doenças (16). 
Outro fator que pode contribuir para o aumento dos surtos de doenças transmitidas pela água 
são as alterações climáticas, que afetam o ciclo hidrológico, aumentando a frequência de eventos 
extremos, como a precipitação excessiva, tempestades, inundações e secas (17). Esses eventos 
podem comprometer a disponibilidade, o acesso e a qualidade da água, por exemplo, as 
inundações podem dispersar contaminantes fecais, representando uma ameaça para o 
Homem (16). 
A água potável e as águas recreativas são as principais vias de contacto do Homem com os 
microrganismos patogénicos (17). Entre os principais agentes responsáveis por infeções no 
Homem veiculados pela água, são identificadas a Salmonella typhi  e o Vibrio cholerae, agentes 
etiológicos da febre tifóide e da cólera, respetivamente (14).  
A doença dos legionários (DL), identificada na segunda metade do século XX, tem como agente 
etiológico a Legionella spp., nomeadamente a espécie Legionella pneumophila, cujo principal 
reservatório é a água. Na maioria dos casos desta doença, a fonte de transmissão da bactéria 
para o Homem ocorre em estruturas antropogénicas, como torres de refrigeração, dispositivos 
de nebulização e piscinas termais, através da inalação de gotículas de água em suspensão, 
contaminadas com a bactéria (aerossóis) (18-20). O maior surto desta doença registado na Europa 
ocorreu em novembro de 2014, mais concretamente em três freguesias do concelho de Vila 
Franca de Xira, situado a 30 km de Lisboa. A identificação de mais de 300 casos conduziu à 
morte de sete pacientes com doenças subjacentes (21). As investigações epidemiológicas e 
ambientais identificaram a água proveniente das torres de refrigeração como a fonte provável da 
disseminação da bactéria (22). 
 
 
2.2 Outras infeções – Águas ornamentais  
As águas ornamentais, como lagos artificiais, consistem numa intervenção antropogénica onde 
se contraria o estado natural de uma área, podendo ser introduzidos seres vivos, como por 
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exemplo peixes, patos ou tartarugas, modificando o ecossistema natural. Estudos sobre o 
impacto da introdução de peixes ornamentais evidenciaram a presença de microrganismos 
potencialmente patogénicos para o Homem (23-25). 
Segundo a Convenção na Diversidade Biológica (26), a introdução de espécies exóticas de peixes 
e outros animais é, não só, uma ameaça à diversidade global e aos habitats naturais, como 
também à saúde pública, pois estas espécies funcionam, muitas vezes, como vetores de agentes 
infeciosos. Microrganismos transportados por espécies exóticas são mais propensos à exposição 
a condições não fisiológicas (fatores de stress), podendo desencadear o desenvolvimento de 
biofilmes, que lhes permitirão sobreviver em habitats não-nativos (27, 28). 
Na Península Ibérica, são conhecidos casos, animais e vegetais, em que a introdução de 
espécies exóticas resultou na alteração do ecossistema em que foram inseridos. O achigã 
(Micropterus salmoides) e o lagostim-vermelho do Louisiana (Procambarus clarkii) são exemplos 
de animais que foram introduzidos, pelo Homem, em rios, lagoas e outros sistemas de água 
doce. Tanto o achigã como o lagostim são predadores, constituindo a principal ameaça para as 
espécies nativas mais pequenas que existem nessas áreas (29). Além de predador, o lagostim 
aproveita as zonas húmidas, particularmente os terrenos pantanosos, onde é cultivado arroz e, 
com o aumento da temperatura, este animal ataca as plantações de arroz, provocando 
consideráveis danos económicos (30, 31). 
No reino vegetal também se observou a inserção de espécies exóticas, como é o exemplo do 
jacinto-de-água (Eichhornia crassipes), planta proveniente da América do Sul. Esta planta cresce 
rapidamente, desenvolvendo-se em águas ricas em nutrientes e forma extensos tapetes à 
superfície da massa de água. Este fenómeno consiste na eutrofização da água, representando 
uma ameaça para o seu equilíbrio natural e a sua qualidade (32). 
 
2.3 Qualidade da água  
A água pura é, por definição, um recurso natural incolor, insípido e inodoro, constituindo assim 
os seus indicadores organoléticos e, por isso, mais facilmente identificáveis. Contudo, para uma 
adequada análise da qualidade da água, é necessária a determinação de parâmetros físico-
químicos como a temperatura, a turvação, os sólidos dissolvidos totais (SDT), o pH, a 
condutividade, a dureza total, o oxigénio dissolvido (OD), os cloretos, os sulfatos, o azoto e o 
fósforo (33).  
A composição química da água, como a presença de azoto e fósforo, influencia as comunidades 
microbiológicas, além de interferir no equilíbrio do ecossistema aquático. Estes nutrientes são 
indispensáveis nas massas de água, dada a sua relevante contribuição para a produtividade 
biológica (34). O fósforo é o principal nutriente limitante de crescimento em sistemas aquáticos 
pois, ao contrário do azoto, existem poucas fontes de fósforo na natureza (35, 36). No entanto, 
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concentrações excessivas podem exercer efeitos negativos na qualidade da água, como a 
proliferação de fitoplâncton, o que será elucidado num capítulo posterior (“2.3.2 – Eutrofização”). 
Além da análise química é importante determinar a qualidade microbiológica da água. A presença 
de certos microrganismos é indicadora de possíveis contaminações, permitindo a determinação 
de um índice de qualidade da mesma. A gastroentrite é a perturbação mais comum associada a 
organismos patogénicos transmitidos pela água (37, 38). Como resultado do perigo potencial para 
a saúde pública, importa garantir a segurança e a qualidade dessas águas, física, química e 
microbiologicamente, respeitando o estabelecido nos documentos legais em vigor. 
O controlo de qualidade da água é adaptado ao seu uso. Na Europa, não existe documentação 
legal destinada a águas ornamentais. Ainda assim, existe uma Lei que estabelece a titularidade 
dos recursos hídricos (Lei n.º 54/2005 (39)). 
Relativamente à qualidade microbiológica da água, a maioria dos documentos legais é destinada 
a águas para consumo humano. Ainda que as águas ornamentais não se apliquem a esse fim, 
importa a sua monitorização, respeitando o Decreto-lei n.º 152/2017 (40), que inclui parâmetros 
microbiológicos como as bactérias coliformes e Escherichia coli (Norma ISO 9308-1 (41) ou 
9308- 2 (42)) e Pseudomonas aeruginosa (Norma ISO 16266-1 (43) ou 16266-2 (44)).  
Nos Estados Unidos da América, está documentado, pela EPA, um método de monitorização de 
Aeromonas spp. em águas destinadas ao consumo humano (Método 1605 (45)).  
 
2.3.1 Bactérias potencialmente patogénicas para o Homem  
Na análise da qualidade microbiológica da água, são referidos os seguintes grupos de 
microrganismos, como indicadores comuns de contaminação (37, 38). 
Coliformes totais e fecais 
 
As bactérias coliformes são aeróbias estritas ou anaeróbias facultativas, Gram-negativas, não 
formam esporos e têm a forma de bastonete (46). 
Estas bactérias pertencem à família das Enterobacteriaceae e incluem tanto a Escherichia coli, 
como também vários membros dos géneros de Enterobacter, Klebsiella e Citrobacter. As 
bactérias referidas integram o microbiota intestinal de seres homeotérmicos. Classicamente, 
essas bactérias têm sido utilizadas como indicadoras de contaminação fecal ou poluição da água 
através de esgotos, tendo, por essa razão, importância sanitária (38, 47). 
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o Escherichia coli  
A espécie bacteriana Escherichia coli é um bacilo anaeróbio facultativo (48) que faz parte da flora 
comensal do intestino humano sendo, simultaneamente, um microrganismo patogénico 
facultativo, podendo provocar infeções gastrointestinais ou urinárias, inclusivamente em 
hospedeiros humanos imunocompetentes (48, 49). Além disso, estes microrganismos, através da 
produção de toxinas, que permitem a aderência da bactéria ao epitélio intestinal, podem causar 
doenças como a diarreia associada à intoxicação alimentar e a septicémia (48, 49, 50). 
A E. coli (figura 2.1) não tem capacidade para persistir por muito tempo fora do hospedeiro e por 
esta razão, a sua presença nas massas de água funciona como indicadora de eventos de 
contaminação fecal recentes (51). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
o  Klebsiella pneumoniae 
A Klebsiella pneumoniae é uma bactéria oportunista e anaeróbia facultativa, sendo usualmente 
encontrada em inúmeros nichos ambientais. Embora existam várias espécies patogénicas de 
Klebsiella, K. pneumoniae é a espécie mais relevante do ponto de vista clínico e persiste tanto 
nos habitats naturais como nos antropogénicos, nomeadamente em unidades prestadoras de 
cuidados de saúde (52-54). 
Esta bactéria apresenta, como hospedeiros principais, os mamíferos (55) e, na maior parte das 
vezes, os indivíduos transportam K. pneumoniae na pele, no nariz e na garganta, sem qualquer 
tipo de manifestação clínica (portadores assintomáticos) (56). 
A K. pneumoniae causa, com frequência, infeções no sistema urinário, septicémia ou pneumonia 
em indivíduos imunocomprometidos e é responsável por mais de 10 % das infeções bacterianas 
hospitalares, cujas complicações se devem à sua frequente e crescente resistência a muitos 
antimicrobianos (57, 58, 59). Uma vez estabelecida a infeção, esta espécie bacteriana forma um 
biofilme que conduz à perda das defesas do hospedeiro (52).  
 
Figura 2.1 - E. coli. 
Micrografia de E. coli obtida por microscopia eletrónica de varrimento (SEM). 
Fonte: Luísa Jordão (não publicado). 
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Esta espécie bacteriana é apresentada na figura 2.2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Outros indicadores utilizados 
❖ Pseudomonas spp. 
As Pseudomonas spp. foram identificadas, pela primeira vez, pelo professor Migula no final do 
século XIX, como um género constituído por células com órgãos de mobilidade polar, 
estritamente aeróbios e com capacidade de formação de esporos (60). No século XX, a descrição 
das Pseudomonas foi aprofundada, acrescentando que, além de aeróbias estritas, são também 
capazes de realizar a desnitrificação (61, 62). Este género é metabolicamente diverso, o que 
conduz à sua capacidade para colonizar uma ampla gama de hospedeiros, afetando a sua 
patogenicidade. Estes microrganismos são maioritariamente saprófitas, podendo ser 
patogénicos oportunistas em animais e humanos (63, 64). A capacidade de produzirem esporos, 
descrita por Migula, foi considerada um fenómeno raro, por Palleroni no século XXI (60). 
Pseudomonas spp. (figura 2.3) são frequentemente isoladas de massas de água. Contudo, 
contrariamente aos indicadores anteriores, a sua presença não representa, necessariamente, 
um risco para a saúde pública. Em águas recreativas, têm sido isoladas algumas espécies de 
Pseudomonas com capacidade de provocar infeção no Homem, sendo, por isso, propostas como 
indicadoras da qualidade destas águas (37).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.2 - K. pneumoniae. 
Micrografia de Kp obtida por SEM. 
Fonte: Luísa Jordão (não publicado). 
Figura 2.3 - P. aeruginosa. 
Micrografia de P. aeruginosa obtida por SEM. 
Fonte: Luísa Jordão (não publicado). 
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❖ Aeromonas spp. 
O género Aeromonas compreende bactérias Gram-negativas e anaeróbias facultativas, da 
família das Aeromonadaceae (65-67). A taxonomia das Aeromonas spp. é complexa e encontra-se 
em mudança desde a introdução de novos critérios de identificação, o que conduziu à descrição 
de novas espécies e reclassificações das espécies conhecidas (65). 
Estas bactérias surgem naturalmente em rios e lagos, águas residuais brutas/tratadas e água 
potável (68). Além disso, as Aeromonas spp., podem subsistir, igualmente, em alimentos (66). 
Com o envelhecimento da população e consequente défice do sistema imunitário, as infeções 
associadas a algumas espécies de Aeromonas (A. hydrophyla, A. caviae e A. schubertii) têm 
aumentado. Entre estas, são encontradas infeções gastrointestinais, cutâneas, de tecidos moles, 
sistema respiratório/urinário, e foram igualmente descritos casos fatais (66, 69-73). 
Face às infeções associadas a este género bacteriano, a necessidade de erradicação destas 
bactérias conduziu a estratégias de desinfeção, tendo sido demonstrado que algumas espécies 
de Aeromonas spp. (figura 2.4) são resistentes ao cloro, nas concentrações utilizadas na 
desinfeção de água destinada ao consumo humano (74). 
 
 
 
 
 
2.3.2 Eutrofização 
A eutrofização é o processo, natural ou antropogénico, pelo qual uma massa de água adquire 
uma grande concentração de nutrientes, especialmente azoto e fósforo, promovendo o 
crescimento de algas e plantas aquáticas (76). 
A aplicação inicial do termo derivou da aparência dos lagos, da depleção de oxigénio nas 
camadas profundas e das principais espécies de macroinvertebrados bentónicos existentes. O 
problema foi reconhecido pela proliferação de algas, o crescimento de macrófitas e a morte 
periódica de peixes (77). 
Figura 2.4 - A. hydrophila. 
Micrografia de A. hydrophila obtida por SEM. 
Fonte: Castro e colaboradores (75). 
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Carlson (78) utilizou uma nova abordagem de classificação trófica de lagos e reservatórios, com 
base em critérios como o enriquecimento em nutrientes, a produtividade algal e a profundidade 
do disco de Secchi. O autor classifica estas massas de água através de um valor que varia entre 
0 e 100 (índice do estado trófico – do inglês Trophic state índex – TSI), onde o menor valor 
remete para uma menor produtividade e vice-versa, e baseia-se em três classes de denominação 
do estado trófico: oligotrófico - produtividade baixa; mesotrófico - produtividade moderada e 
eutrófico – produtividade alta. 
Alemayehu e Hackett (79) utilizaram intervalos de valores do TSI para avaliação da qualidade da 
água, relativamente aos critérios anteriormente referidos, acrescentando uma classe de estado 
trófico (tabela 2.1). 
 
Tabela 2.1 - Qualidade das águas segundo o estado trófico. 
Intervalo de valores do TSI Classificação do estado trófico Qualidade da água 
0-59 Oligotrófico para mesotrófico Boa 
60-69 Mesotrófico para eutrófico Razoável 
70-100 Hiper-eutrófico Fraca 
O controlo do fósforo e do azoto em águas superficiais é fundamental para manter a qualidade 
desejável da água e a integridade do ecossistema, sendo que o enriquecimento por estes 
nutrientes interage com muitas condições específicas do local, especialmente com a estabilidade 
ecológica do sistema e com a presença de outros contaminantes, incluindo os agentes de 
doenças infeciosas (77, 80).  
O excesso destes micronutrientes na água poderá conduzir ao aparecimento de algas e de 
bactérias aeróbias, além do florescimento de cianobactérias. Esse florescimento é indesejável, 
pois as cianobactérias impedem a transparência da água, dificultando a sua eficiente oxigenação 
(atingindo muitas vezes condições de hipóxia), o que promove o aparecimento de cianotoxinas, 
produtos tóxicos que conduzem ao desequilíbrio do ecossistema, provocando a morte de peixes 
e de outros animais (79, 81). 
A existência de fósforo nas massas de água pode provir da ação do Homem, através de agentes 
como resíduos, detergentes, fertilizantes ou erosão (79, 81, 82). O crescimento excessivo das 
plantas associado a este fenómeno, há algum tempo que se considera constituir o principal 
problema enfrentado pelas águas superficiais (83, 84).  
 
2.4 Biofilmes microbianos 
As bactérias são, normalmente, estudadas na forma planctónica, in vitro, como culturas puras. 
Contudo, aproximadamente 99 % dos microrganismos existentes na Terra estão organizados 
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em comunidades microbianas conhecidas como biofilmes, consórcios microbianos sésseis, 
compostos, na maioria dos casos, por espécies distintas de microrganismos (como bactérias, 
algas, fungos e protozoários), envolvidos por uma matriz polimérica auto-produzida (85-87). Essa 
matriz pode, ou não, estar ligada a superfícies bióticas (órgãos de plantas ou animais), ou 
abióticas, como rochas ou paredes (88, 89) e promove a aderência, oferece proteção física e facilita 
a interação social entre os microrganismos, criando um microhabitat contra a predação (8, 90, 91). 
As bactérias, quando organizadas em biofilme, podem apresentar caraterísticas, genotípicas 
e/ou fenotípicas, diferentes do seu correspondente planctónico (90, 92, 93). 
Os microrganismos presentes nos biofilmes são mais resistentes a alterações de pH e 
temperatura, escassez de nutrientes e a outros fatores de stress, como desinfetantes e 
antibióticos, do que os microrganismos planctónicos, razão pela qual a formação de biofilme é 
considerada uma estratégia de sobrevivência (89, 94-96). 
O’Toole e colaboradores (97) descreveram que a formação inicial do biofilme resulta da 
capacidade que as bactérias apresentam para formar um contacto célula-célula e célula-
superfície. As fases de crescimento de um biofilme e as respetivas imagens por microscopia de 
varrimento (SEM) são apresentadas na figura 2.5.  
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A aderência das bactérias planctónicas a uma superfície é condicionada pela existência de forças 
de atração e repulsão entre as duas, e o movimento dos microrganismos em direção às 
superfícies pode resultar da gravidade, do fluxo da água, da mobilidade e da quimiotaxia dos 
microrganismos, ou de uma combinação destes processos (13,100). Na aderência irreversível, as 
   1                     2                     3                    4 
Figura 2.5 - Ciclo de vida de um biofilme. 
As fases de desenvolvimento de um biofilme estão representadas para 1 – Aderência reversível; 2 - 
Aderência irreversível; 3 – Maturação I e II; 4 – Dispersão. As micrografias obtidas por SEM ilustram as 
diferentes fases de formação de um biofilme de K. pneumoniae, em poliestireno (98). 
Adaptado de: Monroe (99). 
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bactérias desenvolvem estruturas celulares envolvidas num complexo de polissacarídeos, 
proteínas, glico-péptidos, ácidos nucleicos e lípidos, formando agregados na superfície onde 
aderem (94, 101, 102). 
A fase de maturação é marcada pela formação de microcolónias e pelo desenvolvimento da 
arquitetura do biofilme (103). À medida que os biofilmes amadurecem, a dispersão das bactérias 
do biofilme para o estado planctónico pode resultar de vários fatores, como alterações na 
disponibilidade de nutrientes, variações de oxigénio dissolvido, aumento de produtos tóxicos ou 
outras condições de stress. As células do biofilme podem retornar a um estilo de vida planctónico 
para completar o ciclo de desenvolvimento do biofilme (104-107). 
As interações entre as diferentes espécies influenciam a estrutura, função e dinamismo dos 
biofilmes (8, 108), pelo que a formação de um biofilme maduro estável é o produto de interações 
sociais que evoluíram através de adaptações, tanto em biofilmes de uma espécie, como em 
polimicrobianos (109).  
Nos biofilmes polimicrobianos podem existir interações antagónicas (competição relativamente 
aos recursos ou produção de compostos inibitórios) (110) ou sinérgicas (indução de biofilme ou a 
resistência aumentada) (89). Além disso, foi observado que algumas espécies foram incapazes 
de formar biofilmes isoladamente, tendo tido, contudo, a capacidade de se agregar em biofilmes, 
aumentando a sua biomassa (111-113). 
A figura 2.6 resume, graficamente, as interações entre espécies bacterianas, organizadas em 
biofilmes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A produtividade de duas espécies é apresentada num eixo de nicho ecológico, figura 2.6, onde: 
(A) o estado de referência é o espaço inicial do nicho ocupado pelas duas espécies; (B) a 
ausência de interação não afeta a produtividade das espécies com a presença de outras; (C) a 
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Figura 2.6 - Modelos de interações entre espécies. 
A produtividade de duas espécies bacterianas é apresentada num eixo de nicho ecológico. É observado em 
(A) o estado de referência, (B) ausência de interação, (C) competição e (D) cooperação. 
Adaptado de: Foster e Bell (114). 
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existência de interações negativas, como a competição mútua entre as duas espécies (relação 
antagónica), pode conduzir à alteração dos nichos de algumas espécies e a produtividade geral 
da comunidade é reduzida; (D) a existência de interações positivas, como a cooperação mútua 
(relação sinérgica) promove o benefício mútuo das espécies e a produtividade geral da 
comunidade aumenta (114). 
Os mesmos autores afirmam ainda que, quando não existe interação entre as espécies, é 
previsto que a produtividade de uma mistura binária seja exatamente a soma de duas espécies 
isoladas, como ocorreria, por exemplo, se duas espécies ocupassem nichos independentes (114). 
A soma da produtividade de cada espécie, isolada, é designada por nula, para comparação com 
a produtividade observada no consórcio correspondente de duas espécies. Se duas espécies 
forem mutuamente competitivas, a produtividade do consórcio será menor que a da nula e se 
duas espécies forem mutuamente cooperativas e promoverem o crescimento uma da outra, a 
produtividade do consórcio será maior do que essa nula (114).  
Contudo, algumas das interações positivas podem envolver uma espécie, obtendo aumentos de 
produtividade em consórcio, enquanto as outras espécies causam diminuições na sua 
produtividade. Algumas das interações negativas podem também incluir casos em que uma 
espécie é beneficiada e a outra prejudicada. Nestes casos, os efeitos negativos são 
dominantes (114).  
Um estudo realizado com um biofilme polimicrobiano constituído por Staphylococcus simulans, 
Lactobacillus fermentum, Pseudomonas putida, Listeria monocytogenes e Salmonella enteritidis, 
constitui um exemplo em que um dos membros do consórcio, P. putida, contribuiu mais para o 
biofilme, aumentando a sua biomassa em comparação com a nula. Contudo, S. enteritidis obteve 
menos biomassa no biofilme do que no seu correspondente planctónico (115). Noutro estudo, foi 
demonstrado que a formação do biofilme por Salmonella spp. pode ser promovida pela presença 
de outras bactérias (116). 
As interações bacterianas, bem como os comportamentos coletivos de isolados num biofilme 
polimicrobiano, são regulados pelo quorum sensing, processo de comunicação bacteriana 
(célula-célula). Este processo é baseado na produção, libertação e deteção, no biofilme, de 
pequenas moléculas sinalizadoras (EPS), denominadas de auto-indutores, que regulam a 
expressão de vários genes (117-119). As bactérias possuem mecanismos internos, mediados por 
recetores, para detetar a concentração dessas moléculas. As bactérias planctónicas produzem 
auto-indutores numa taxa baixa, que aumenta e se acumula no ambiente quando várias células 
bacterianas se agrupam. Quando o nível dessa taxa é suficientemente elevado, o sinal de 
quorum é detetado pelas bactérias sésseis atuais, o que promove a transmissão da mensagem 
a outras células próximas (95, 120, 121). 
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Diggle e colaboradores (95) especificaram que, para que uma molécula seja classificada como um 
sinal de quorum (EPS), existem quatro critérios a atender, como: (A) A produção do sinal de 
quorum sensing deve ocorrer durante estágios específicos de crescimento ou em resposta a 
mudanças ambientais particulares; (B) O sinal de quorum deve acumular-se no ambiente 
extracelular e deve ser reconhecido por um recetor bacteriano específico; (C) A acumulação de 
uma concentração limite crítica do sinal sensível ao quorum deve estimular uma resposta 
combinada; (D) A resposta celular deve estender-se além das mudanças fisiológicas necessárias 
para metabolizar ou desintoxicar a molécula. 
Em várias espécies bacterianas, a rutura do sistema de deteção de quorum afetou a formação 
do biofilme. Por exemplo, em P. aeruginosa, a inativação do quorum tem consequência na 
formação dos biofilmes, que são menos estruturados e planos do que os observados 
habitualmente. Além disso, quando este sinal é interrompido, os biofilmes tornam-se mais 
suscetíveis ao tratamento com biocidas e antimicrobianos (95). 
 
2.5 Infeções associadas a biofilmes 
Os biofilmes ocorrem numa ampla variedade de ambientes naturais e antropogénicos e têm sido 
vistos como reservatórios de agentes potencialmente patogénicos e responsáveis por infeções 
no Homem (85). 
As infeções bacterianas agudas, associadas a biofilmes, normalmente envolvem bactérias 
planctónicas e, geralmente, o seu tratamento com antimicrobianos é possível, embora dependa 
de um diagnóstico rápido e preciso (96). As infeções crónicas podem resultar da capacidade de 
formação de biofilmes no hospedeiro humano ou através de dispositivos médicos aí colocados, 
como cateteres ou implantes e o seu tratamento com antimicrobianos é mais difícil (96, 122). Têm 
sido descritas infeções na cavidade oral, na pele, na corrente sanguínea e no sistema 
urinário (96, 123, 124), podendo conduzir à morte (125-128). 
Embora a comunidade médica e científica estejam cientes do impacto provocado pelas infeções 
associadas a biofilmes na saúde pública, o(s) mecanismo(s) que desencadeia(m) a infeção por 
membros destas comunidades microbianas ainda é(são) pouco (ou nada) conhecido(s). 
Contudo, algumas caraterísticas potenciadas por biofilmes que podem ser importantes nos 
processos de infeções, já foram identificadas. Entre estas são encontradas: o descolamento de 
células ou agregados de biofilme, que pode resultar em infeções da corrente sanguínea ou do 
trato urinário, ou dar origem a embolias; o aumento da resistência a agentes antimicrobianos; a 
produção de endotoxinas, pelas bactérias Gram-negativas, em biofilme; os biofilmes são 
resistentes ao mecanismo de depuração do sistema imunitário do hospedeiro (129). 
O reconhecimento por parte dos microbiologistas clínicos e especialistas em saúde pública de 
que os biofilmes microbianos são omnipresentes na natureza, resultou no estudo de vários 
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processos de doenças infeciosas associadas a biofilmes. Endocardite, otite média, periodontite 
e prostatite crónica parecem ser causadas por microrganismos consorciados em biofilmes (130). 
 
2.6 Monitorização da qualidade microbiológica das águas ornamentais 
e estratégias de intervenção 
A ausência de legislação específica para águas ornamentais conduz a pesquisas com foco na 
redução dos riscos associados a infeções no Homem, transmitidas pelas bactérias patogénicas, 
através da prevenção e controlo de biofilmes microbianos, sem ser comprometido o equilíbrio do 
ecossistema, pois a existência de biofilmes, além de impactos na saúde pública, tem também 
sérios impactos económicos e ambientais (85, 131). 
Os biofilmes estão envolvidos em muitos problemas de incrustação, corrosão e higiene, sendo 
necessária a adoção de estratégias com foco no seu controlo ou, quando possível, na sua 
erradicação. A rugosidade das superfícies pode afetar a aderência do biofilme, pelo que 
superfícies menos rugosas diminuem a propensão para a formação e maturação do biofilme (131, 
132). Além disso, o revestimento das paredes pode constituir um fator importante na 
redução/eliminação da bioincrustação, o que foi comprovado em estudos que utilizaram 
diferentes revestimentos (133-136). 
Além da superfície de aderência do biofilme, a introdução de determinadas plantas nestas águas 
é importante na inibição ou redução do biofilme de algumas bactérias, pelo que secretam 
compostos que inibem o quorum sensing das bactérias em biofilme (137-143). 
É necessária a implementação de um sistema de filtração no ponto de alimentação destas águas 
ornamentais, quando possível. Dessa forma, a introdução de uma membrana filtrante pode 
contribuir significativamente para a melhoria da qualidade da água (144). 
A prática de desinfeção primária e a garantia de manutenção de um residual de desinfetante são 
estratégias muito utilizadas para o controlo de contaminantes microbianos (145). A desinfeção de 
águas com dióxido de cloro e clorito, por exemplo, pode reduzir a concentração de bactérias 
planctónicas, mas tem pouco ou nenhum efeito sobre a concentração de bactérias do 
biofilme (146). Keevil e colaboradores (147) relataram que os organismos coliformes em biofilme 
podem sobreviver à exposição prolongada de 12 mg/l de cloro livre (concentração recomendada 
de cloro residual livre para água potável: 0,2-0,6 mg/l (Decreto-Lei nº 152/2017 (40)). Assim sendo, 
é reforçada a importância da monitorização da qualidade da água (148). 
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3 Materiais e métodos 
Neste trabalho, foram utilizadas amostras selecionadas de um estudo anterior, em que foram 
colhidas amostras de água superficial e biofilmes, durante um período de um ano (março de 2016 
até fevereiro de 2017), provenientes de um lago ornamental situado num parque na região de 
Lisboa (149). A amostragem de água superficial foi efetuada para um frasco estéril (100 ml) e os 
biofilmes foram colhidos com zaragatoas estéreis, numa área de 10 cm2 (cimento), conforme 
descrito por Nascimento e colaboradores (27). 
 
3.1 Amostras biológicas 
3.1.1 Isolados bacterianos 
Os isolados ambientais em estudo provêm de quatro géneros bacterianos: Escherichia spp., 
Pseudomonas spp., Aeromonas spp. e Klebsiella spp. (tabela 3.1).  
 
 
Tabela 3.1 - Isolados bacterianos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Todos os isolados foram cultivados em caldo de Mueller-Hinton (MH) ou em agar de Mueller-
Hinton (Difco), com o objetivo de se preparar um stock bacteriano. As bactérias foram 
conservadas em caldo de hidrolisado de soja (TSB) com 20 % de glicerol a –20 ºC e em meio 
semi-sólido de conservação de estirpes (gelose peptonada), à temperatura ambiente. Todos os 
Isolados 
Origem 
Data de colheita 
Espécie ID Mês Ano 
E. coli 
40 Biofilme junho 
2016 
41 Água agosto 
42 Água setembro 
43 Biofilme outubro 
P. aeruginosa 51 Biofilme julho 
2016 
P. putida 
52 Biofilme 
outubro 
53 Biofilme 
P. oryzihabitans 57 Biofilme fevereiro 2017 
A. veronii 13 Biofilme julho 
2016 A. sobria 
15 Biofilme agosto 
16 Biofilme setembro 
19 Água outubro 
A. hydrophila/caviae 24 Água janeiro 
A. sobria 
29 Biofilme fevereiro 
2017 
32 Água fevereiro 
K. pneumoniae 
45 Água junho 
2016 
46 Biofilme julho 
47 Água agosto 
48 Água setembro 
49 Biofilme outubro 
50 Biofilme outubro 
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ensaios foram realizados a partir de culturas frescas (incubadas durante cerca de 18 horas, a 
37 ºC), de um destes stocks bacterianos. 
 
3.2 Avaliação do crescimento bacteriano a diferentes temperaturas 
A inoculação foi realizada a partir do stock à temperatura ambiente em agar de MH, com posterior 
incubação a 5, 25, 37 e 45 ºC, durante um período aproximado de 18 horas, ou até ser detetado 
crescimento. O ensaio não foi quantitativo, tendo sido apenas avaliada a presença ou ausência 
de unidades formadoras de colónias (UFC). 
 
3.3  Deslizamento em meio semi-sólido (“swarming motility”) 
O deslizamento de Aeromonas spp., K. pneumoniae, Pseudomonas spp. e E. coli foi avaliado 
em meios semi-sólidos, descritos em trabalhos anteriores. Para Aeromonas spp., foi utilizado o 
meio descrito por Gavín e colaboradores (150), composto por 1 % de triptona, 0,5 % cloreto de 
sódio (NaCl) e 0,25 % de agar bacteriológico (Difco). Para K. pneumoniae, Pseudomonas spp. e 
E. coli, foi utilizado meio Luria-Bertani (LB) com 0,3 % de agar (151). A todos os meios foi 
adicionado 0,05 % de cloreto de 2,3,5- trifeniltetrazólio (TTC), para facilitar a visualização do 
deslizamento bacteriano.  
Com o auxílio de uma ansa estéril de 1 microlitro (µl), foi inoculada, no meio de cultura 
apropriado, uma unidade formadora de colónias (UFC), por perfuração no centro da placa. As 
placas foram incubadas a duas temperaturas (25 e 37 ºC), durante 18 horas. O deslizamento foi 
avaliado através da medição da distância máxima percorrida pelas bactérias. Para 25 ºC, foi 
efetuada uma nova avaliação após 5 dias.  
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3.4 Tempo de geração 
Foi preparada uma suspensão bacteriana com uma concentração inicial de 1 x 108 UFC/ml. 
Numa microplaca de 96 poços (NuncTM), foram inoculados 20 µl de suspensão bacteriana em 
180 µl de caldo de MH, de forma a obter uma concentração final de 1 x 107 UFC/ml. O caldo de 
MH foi utilizado como controlo de esterilidade. O ensaio foi realizado em hexaplicado, seguindo 
uma organização semelhante à apresentada na figura 3.1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
As placas foram incubadas a 25 e a 37 ºC, tendo o crescimento sido avaliado através da leitura 
da absorvância a 600 nm, num leitor de placas (Multiskan Ascent V1.24 354-00958), decorridos 
intervalos de tempo variáveis, até ser atingida a fase estacionária de crescimento, ou 24 horas.  
Os valores de absorvância (Abs) foram convertidos para concentração bacteriana, com base no 
seguinte fator de conversão (152): 
 
Abs. 
600 nm
 = 0,2 ↔ 1 x 108 bactérias 
 
A determinação do tempo de geração (G), com base na fase de crescimento exponencial de 
cada isolado, é apresentada de seguida (153). 
Expressão matemática de crescimento (equação 1): 
    𝑁 =  𝑁0 ∗ 2𝑛                                                                                          (eq. 1) 
A transformação logarítmica da equação 1 é a seguinte: 
𝑙𝑜𝑔𝑁 = 𝑙𝑜𝑔𝑁0 +  𝑛𝑙𝑜𝑔2                                                  (eq. 2) 
 
Figura 3.1 - Crescimento bacteriano: Esquema experimental. 
O esquema experimental é apresentado para o ensaio do crescimento e para os hexaplicados dos inóculos 
bacterianos. 
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Resolvendo em ordem a n (equação 3): 
𝑛 = (
𝑙𝑜𝑔𝑁− 𝑙𝑜𝑔𝑁0
𝑙𝑜𝑔2
) ↔  (
𝑙𝑜𝑔𝑁− 𝑙𝑜𝑔𝑁0
0.301
) ↔  (
1
0.301
) ∗ (𝑙𝑜𝑔𝑁 −  𝑙𝑜𝑔𝑁0) ↔  3.3 ∗ log
𝑁
𝑁0
             (eq. 3) 
O tempo de geração (G) corresponde ao quociente entre o tempo (t) e o número de gerações 
(n). 
𝐺 =
𝑡
𝑛
 
Substituindo o n na equação 3, surge a seguinte expressão: 
    𝐺 =  
𝑡
3.3 ∗ log 
𝑁
𝑁0
                                                           (eq. 4) 
Onde: 
N0 − Número inicial de bactérias 
N − Número de bactérias após n gerações 
n − Número de gerações 
t − Tempo, em minutos 
 
O tempo de geração das bactérias foi calculado com recurso à equação 4 e encontra-se expresso 
em minutos. 
 
3.5 Ensaios de biofilme 
3.5.1 Biofilmes de uma espécie 
Método convencional 
A formação de biofilmes pelos isolados bacterianos em estudo foi analisada através do método 
descrito por Nascimento e colaboradores (27), com algumas modificações.  
Foi preparada uma suspensão bacteriana com 1 x 108 UFC/ml, que foi diluída em caldo de MH, 
de forma a obter uma concentração final de 1 x 106 UFC/ml. Os volumes inoculados foram 
idênticos aos do ensaio anterior. O ensaio foi realizado em hexaplicado e o controlo de 
esterilidade foi o caldo de MH (200 µl). Um exemplo do esquema de inoculação utilizado nos 
ensaios é apresentado na figura 3.2.  
 
 
 
 
Figura 3.2 - Ensaios de biofilme: Inóculo experimental. 
O esquema apresenta as diluições realizadas. 
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A formação de biofilme foi avaliada após 2, 4, 6, 8 e 24 horas de incubação a 37 ºC. No final de 
cada período de incubação, o meio foi removido e os poços foram lavados (três vezes), com 
água destilada, para eliminar as bactérias não aderentes. O biofilme foi corado com 100 µl de 
uma solução de cristal violeta (1,4 %), durante 15 minutos. O excesso de corante foi removido 
por lavagem com água destilada (3 vezes). O excesso de água foi removido e o cristal violeta foi 
dissolvido em etanol a 95 % (200 µl) (Merck), durante 15 minutos à temperatura ambiente. 
A absorvância foi medida a 570 nm, no leitor de placas. 
Os isolados foram classificados quanto à sua capacidade de formação de biofilme, de acordo 
com o descrito por Stepanović e colaboradores (154). De uma forma sintetizada, foi comparada a 
absorvância dos isolados com o controlo de esterilidade (controlo negativo), como apresentado 
na tabela 3.2. 
 
Tabela 3.2 - Classificação dos isolados consoante a produção de biofilme. 
 
 
 
 
 
 
 
 
O ponto de corte para a formação de biofilme (Abs. corte) foi definido como a média do controlo 
negativo (cn), somando-se a 3 vezes o respetivo desvio-padrão (dpcn) (Abs. corte = Abs. cn + 3dpcn).  
 
Método de medição da impedância elétrica 
Além do método anterior, foi avaliada a formação de biofilme através da determinação da 
impedância elétrica para um número reduzido de isolados: A. sobria 16, E. coli 42 e Kp 48. 
Inicialmente, foram testadas concentrações bacterianas: 1 x 105, 1 x 106 e 1 x 107 UFC/ml, para 
se determinar a concentração ótima para este método. O ensaio foi realizado em microplacas de 
16 poços, com matrizes de elétrodos de ouro microfabricados, apresentadas na figura 3.3, tendo 
sido utilizado o controlo de esterilidade acima referido (100 µl). A impedância elétrica foi 
monitorizada de 5 em 5 minutos, durante 19 horas, no aparelho xCELLigence ® Real-Time Cell 
Analysis (ACEA, Biosciences Inc.). O ensaio foi realizado em duplicado. 
 
 
 
 
 
 
Classificação do isolado Valores de absorvância 
Não produtor Abs. isolado ≤ Abs. corte 
Produtor fraco Abs. corte < Abs. isolado ≤ 2Abs. corte 
Produtor moderado 2Abs. corte < Abs. isolado ≤ 4Abs. corte  
Produtor forte Abs. isolado > 4Abs. corte 
A B 
Matriz de elétrodos  
Figura 3.3 - Microplacas para ensaios de impedância elétrica. 
É apresentada em (A), a parte da frente das placas, e em (B) o verso das placas, bem como a matriz 
de elétrodos. 
 
 20 
 
A impedância do fluxo de eletrões (impedância elétrica), causada por células microbianas 
aderentes, foi caraterizada pela utilização de um parâmetro adimensional denominado por índice 
celular (IC), cuja equação se apresenta abaixo (equação 5) (155). 
   𝐼𝐶 =  
(𝑅𝑛− 𝑅𝑏)
𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑖𝑚𝑝𝑒𝑑â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑛𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙
            (eq. 5) 
Onde: 
Rn – Impedância entre o elétrodo e a célula no poço, quando contém células (Ω); 
Rb – Impedância entre o elétrodo e a célula no poço inicialmente (sem células) (Ω); 
Impedância nominal – 15 Ω. 
 
3.5.2 Biofilmes binários 
Foi preparado um inóculo bacteriano com contribuições iguais de cada um dos membros do 
consórcio microbiano. Para um volume total de 1,5 ml, e uma concentração final de 
1 x 106 UFC/ml, por isolado, cada um contribuiu com 750 µl.  
A suspensão bacteriana dos isolados foi homogeneizada num vórtex (concentração final de 
1 x 106 bactérias/ml) e foi inoculada na microplaca (20 µl), com os 180 µl de caldo de MH. 
O volume do controlo de esterilidade foi de 200 µl. 
Após 2, 4, 6, 8 e 24 horas de incubação a 37 ºC, foi monitorizada a formação de biofilme a uma 
absorvância de 570 nm, como descrito anteriormente, pelo método convencional, de coloração 
com cristal violeta. 
 
3.5.2.1 Avaliação do efeito de Aeromonas spp. em biofilmes maduros de 
K. pneumoniae 
O presente ensaio teve, como principal objetivo, a caraterização do efeito de isolados de 
A. sobria 16 e A. hydrophila 24, e/ou dos seus sobrenadantes, em biofilmes maduros dos 6 
isolados de K. pneumoniae (Kp 45 a 50).  
Os biofilmes foram preparados como descrito anteriormente, em quadruplicado (método 
convencional) e duplicado (método de impedância elétrica). Decorridas 8 horas (método 
convencional), ou 10 horas (método de impedância elétrica), foram retirados 150 µl dos poços 
com biofilmes de K. pneumoniae, tendo sido substituídos por A. sobria 16, A. hydrophila 24 ou 
pelos seus sobrenadantes. Os sobrenadantes foram obtidos por centrifigação a 3 000 rpm, 
durante 30 minutos (Megafuge 1.0, Herareus) de uma cultura fresca (18 horas), de cada uma 
das Aeromonas.  
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As placas foram incubadas a 37 ºC e foi monitorizada a formação de biofilme pelo método 
convencional ou através da medição da impedância elétrica. 
Pelo método convencional, após 24, 48 e 72 horas de incubação a 37 ºC, foi monitorizada a 
formação de biofilme a uma absorvância de 570 nm, conforme descrito em 3.5.1. 
Pelo método de medição da impedância elétrica, o efeito das Aeromonas spp. em biofilmes de 
K. pneumoniae foi monitorizado de 25 em 25 minutos, durante, aproximadamente, quatro dias 
(100 horas). 
 
3.6 Análise estatística 
O teste t-de student foi o ensaio estatístico utilizado para determinação de diferenças 
significativas entre grupos independentes de valores. 
Para comparar os dois métodos de monitorização de biofilmes (método do cristal violeta e 
impedância elétrica), foi utilizado o teste de análise de variância (ANOVA). Foram utilizadas 
técnicas estatísticas como a correlação e a reta de regressão linear. Em ambos os casos, foi 
considerada uma distribuição normal com um intervalo de confiança de 95 %, refletindo um nível 
de significância (α) de 0,05. As diferenças foram estatisticamente significativas para valores de 
p < 0,05 (*). 
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4 Resultados e discussão 
A análise microbiológica da água ornamental em estudo é crucial para a avaliação da sua 
qualidade e dos riscos para a saúde humana. Assim, este capítulo é focado na caraterização das 
espécies bacterianas presentes, bem como na sua capacidade de formação de biofilmes in vitro. 
 
4.1 Caraterização dos isolados identificados 
4.1.1 Crescimento bacteriano a diferentes temperaturas 
A temperatura ótima de crescimento de um microrganismo é aquela onde se observa um 
crescimento mais rápido. Nestas condições, a bactéria tem a capacidade de expressar o seu 
máximo metabolismo (156, 157). 
O crescimento bacteriano foi determinado a 5, 25, 37 e 45 ºC, com o objetivo de ser avaliada a 
presença/ausência de UFC em cada condição. Foi observado crescimento bacteriano para todas 
as temperaturas referidas, exceto 45 ºC, para as espécies do género Aeromonas. No entanto, a 
25 e a 37 ºC, embora o ensaio não fosse quantitativo, o número de UFC presentes foi 
visivelmente superior, refletindo uma cinética de crescimento superior. Nas temperaturas 
extremas (5 e 45 ºC), embora tenham sido detetadas UFC na maioria dos isolados, o seu número 
foi sempre inferior, sugerindo que estas não constituem temperaturas ótimas.  
Estes resultados sugerem que as bactérias estudadas são mesófilas, ou seja, são 
maioritariamente microrganismos capazes de sobreviver entre 20 e 45 ºC, com crescimento 
ótimo entre cerca de 30 e 39 ºC (158). Uma vez que se trata de isolados ambientais, é expectável 
que se registe um crescimento acelerado à temperatura ambiente. O facto de crescerem a 37 ºC 
constitui um risco para o Homem, sendo que esta é a temperatura do corpo humano. 
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Os resultados obtidos neste estudo estão, maioritariamente, de acordo com o descrito na 
literatura (tabela 4.1).  
 
Tabela 4.1 - Temperaturas de crescimento das espécies. 
 
 
Estirpes bacterianas 
E. coli Pseudomonas Aeromonas K. pneumoniae 
T
e
m
p
e
ra
tu
ra
s
 
T
o
le
rá
v
e
is
 
7,5 ºC – 49 ºC (159) 4 ºC – 42 ºC (161) 4 ºC – 41 ºC (74, 165) 10 ºC – 46 ºC (166) 
Ó
ti
m
a
s
 
37 ºC (160) 
 
P. aeruginosa 
37 ºC (162) 
Outras Pseudomonas spp. 
28 ºC – 30°C (163, 164) 
 
A. hydrophila 
35 ºC a 37 ºC (66) 
 
Outras Aeromonas spp. 
30 ºC (74) 
37 ºC (167) 
 
Em estudos realizados anteriormente, as temperaturas ótimas de crescimento para as bactérias 
estudadas estão compreendidas entre 28 e 37 ºC (66, 74, 160, 162-164, 167). Todas as espécies 
bacterianas presentes na tabela 4.1 apresentaram uma gama semelhante de temperaturas 
toleráveis de crescimento, compreendidas entre 4 e 49 ºC (74, 159, 161, 165, 166). 
 
4.1.2 Tempo de geração 
Neste ensaio, foi avaliado o perfil de crescimento dos isolados, bem como o seu tempo de 
geração. O tempo de geração depende da espécie bacteriana e corresponde ao tempo médio 
que separa duas divisões celulares consecutivas. Quanto mais rapidamente se divide a 
população, maior é o número de gerações no mesmo período de tempo e menor é o tempo de 
geração, o que se reflete num maior número de células bacterianas (168). Como tal, a 
determinação do tempo de geração pode ser utilizada para selecionar a temperatura ótima de 
crescimento de uma bactéria. O crescimento da população bacteriana pode ser estudado através 
da curva de crescimento de uma cultura, presente na figura 4.1. 
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Figura 4.1 - Curva de crescimento bacteriano. 
A absorvância a 600 nm pode ser utilizada na monitorização do crescimento bacteriano (UFC), ao longo 
das diferentes fases de crescimento bacteriano (adaptação, exponencial, estacionária e morte). 
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Na figura 4.2, são apresentadas curvas de crescimento de isolados de E. coli, A. sobria e 
K. pneumoniae (Kp), a 25 e a 37 ºC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A análise das figuras 4.2 A, B e C, permite inferir que as bactérias apresentaram, inicialmente, 
perfis semelhantes, contudo com cinéticas de crescimento distintas a 25 e 37 ºC. Todos os 
isolados cresceram preferencialmente a 37 ºC. 
É sugerido, através da observação das curvas de E. coli 41 (fig. 4.2 A), A. sobria 19 (fig. 4.2 B) 
e Kp 47 (fig. 4.2 C), a 25 ºC, que estas apresentaram, até perto das 8 horas, um crescimento 
exponencial. Ainda que o crescimento abrande a partir desse tempo, possivelmente por uma 
limitação nutricional, os isolados bacterianos continuaram a crescer ao longo do tempo, não 
sendo possível a demarcação do início da fase estacionária, fenómeno já verificado noutro 
estudo, por Anderl e colaboradores (169). Teria sido necessária a monitorização entre as 8 e as 
24 horas, ou um prolongamento para além das 24 horas, de maneira a ser confirmado o tempo 
em que estas bactérias teriam atingido a fase estacionária de crescimento. 
A 37 ºC, E. coli 41 e A. sobria 19, presentes nas figuras 4.2 A e B, respetivamente, apresentaram 
um crescimento exponencial até perto das 8 horas, atingindo posteriormente a fase estacionária, 
com valores sensivelmente constantes ao longo do tempo. A Kp 47 (fig. 4.2 C), igualmente na 
curva correspondente a 37 ºC, cresce a uma cinética elevada até perto das 8 horas e mais 
lentamente até às 24 horas, com um perfil de crescimento semelhante ao de 25 ºC. Contudo, 
igualmente ao referido anteriormente, teria sido necessário o prolongamento da monitorização. 
A comparação entre as curvas de crescimento dos três isolados, E. coli 41, A. sobria 19 e Kp 47, 
presentes nas figuras 4.2 A, B e C, respetivamente, permite a observação de uma tendência de 
convergência entre as duas curvas (25 e 37 ºC), ao longo do tempo, o que pode dever-se ao 
facto de, aparentemente, estes isolados apresentarem uma cinética de crescimento semelhante 
nas duas temperaturas, após a sua adaptação ao ambiente in vitro. 
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Figura 4.2 - Perfis de crescimento de E. coli, Aeromonas spp. e K. pneumoniae. 
Perfis de crescimento de E. coli, Aeromonas spp. e K. pneumoniae. 
O perfil de crescimento é apresentado para E. coli 41 (A), A. sobria 19 (B) e Kp 47 (C).  
O crescimento bacteriano foi monitorizado durante 24 horas, a 25 ºC (linha tracejada) e a 37 ºC (linha 
contínua). 
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Perto das 20 horas, a E. coli 41 (fig. 4.2 A) foi o único isolado onde essa convergência se 
verificou, resultando, às 24 horas, num crescimento mais rápido a 25 ºC do que a 37 ºC. Ainda 
às 24 horas, a espécie A. sobria 19 (fig. 4.2 B) apresentou um crescimento semelhante nas duas 
temperaturas e Kp 47 (fig. 4.2 C) apresentou um crescimento mais rápido a 37 ºC. A 
monitorização do crescimento bacteriano entre as 8 e as 24 horas, e após as 24 horas de 
incubação, teria sido relevante para uma determinação mais aproximada do tempo em que 
existiu a convergência entre as curvas, pelo que, novamente, as deduções apresentadas são 
meramente especulativas. 
No caso das Pseudomonas spp., não foi possível identificar um perfil típico, possivelmente devido 
à existência de três espécies distintas em apenas quatro isolados (P. aeruginosa, P. putida e 
P. oryzihabitans), pelo que não são apresentados os gráficos referentes a este género 
bacteriano. A variabilidade de espécies foi refletida nos perfis, tendo existido cinéticas de 
crescimento distintas entre si. 
A determinação da fase exponencial do crescimento bacteriano permitiu o cálculo dos tempos 
de geração dos isolados, cujos valores se encontram na tabela 4.2. 
 
Tabela 4.2 - Tempos de geração. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Isolados Tempo de geração (minutos) 
Espécie ID 25 ºC 37 ºC 
E. coli 
40 91,7 38,8 
41 81,7 33,6 
42 90,4 56,7 
43 106,7 45,9 
P. aeruginosa 51 93,9 44,0 
P. putida 
52 98,7 76,2 
53 175,3 75,6 
P. oryzihabitans 57 67,6 112,5 
A. veronii 13 79,7 65,4 
A. sobria 
15 72,8 54,3 
16 62,9 71,4 
19 63,0 33,6 
A. hydrophila/caviae 24 62,5 41,3 
A. sobria 
29 54,6 56,4 
32 67,7 66,3 
K. pneumoniae 
45 84,4 47,6 
46 60,5 71,6 
47 88,3 65,0 
48 88,8 100,3 
49 82,6 47,1 
50 87,4 53,7 
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O tempo de geração (G) foi estimado a 25 e a 37 ºC. Este parâmetro permitiu definir a 
temperatura ótima de crescimento, pois, como referido, um menor tempo de geração 
corresponde a um maior número de células bacterianas.   
Uma breve análise da tabela 4.2 permite deduzir que a maioria dos isolados apresentou um G 
inferior a 37 ºC, o que pode ser igualmente observado na figura 4.3.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como é possível observar-se na figura 4.3, de facto, cerca de 67 % dos isolados de 
K. pneumoniae, 71 % de Aeromonas spp., 75 % de Pseudomonas spp. e a totalidade das E. coli, 
apresentaram um crescimento ótimo a 37 ºC. Apenas cinco isolados (P. oryzihabitans 57; 
A. sobria 16 e A. sobria 29; Kp 46 e Kp 48) apresentaram um G inferior a 25 ºC. 
Dos isolados com crescimento ótimo a 25 ºC, A. sobria 29 apresentou um menor tempo de 
geração (54,6 minutos). Em contra-partida, Kp 48 foi o que apresentou um maior valor de G 
(88,8 minutos), a esta temperatura.  
Dos isolados com crescimento ótimo a 37 ºC, E. coli 41 e A. sobria 19 foram os que apresentaram 
um menor G (33,6 minutos), o que sugere uma maior velocidade de duplicação do número de 
células bacterianas. Pelo contrário, P. putida 52 foi o isolado que apresentou um valor de G mais 
elevado (76,2 minutos). 
Os quatro isolados de E. coli apresentaram tempos de geração inferiores a 37 ºC (n=4, 100 %), 
estando compreendidos entre 33,6 e 56,7 minutos. Segundo Fossum e colaboradores (170), 
E. coli, em meio rico, regista tempos de geração de 20 minutos. A diferença, entre os valores da 
literatura e os do ensaio deste estudo, pode dever-se às condições a que os isolados estão 
sujeitos in vitro, pois o facto de subsistirem num meio adaptado às suas necessidades 
nutricionais conduz a um melhor desempenho. 
No género Pseudomonas spp., três isolados apresentaram um crescimento ótimo a 37 ºC 
(3/4, 75 %) e apenas um apresentou um crescimento ótimo a 25 ºC (1/4, 25 %). Com foco nas 
temperaturas ótimas de cada isolado, é observada uma faixa que varia entre 44,0 
Figura 4.3 - Temperatura ótima de crescimento. 
Esta determinação foi realizada para uma amostra total de 21 isolados (n=21). As percentagens foram 
calculadas para cada género bacteriano: Escherichia (n=4), Pseudomonas (n=4), Aeromonas (n=7) e 
Klebsiella (n=6). 
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(P. aeruginosa 51) e 76,2 minutos (P. putida 52). Os autores LeBauve e Wargo (171), através de 
ensaios laboratoriais, comprovaram que P. aeruginosa, em meio rico, regista tempos de geração 
entre 25 e 35 minutos, o que pode confirmar os resultados do presente ensaio, ressaltando 
novamente o facto de que as diferenças entre o descrito na literatura e os resultados destes 
ensaios se podem dever às condições in vitro. Segundo Tricot e colaboradores (172), P. putida 
apresenta um tempo de geração da ordem dos 60 minutos; Para P. oryzihabitans, são sugeridos 
valores de G da ordem dos 155 minutos, em meio com glucose (173), o que difere bastante dos 
resultados apresentados nestes ensaios. Contudo, os tempos de geração podem variar 
consoante a fonte de carbono utilizada pelas bactérias. 
Cinco isolados de Aeromonas spp. apresentaram um menor G a 37 ºC (5/7, ≈ 71 %) e apenas 
dois otimizaram o seu crescimento a 25 ºC (2/7, ≈ 29 %). Os tempos de geração das espécies 
do género Aeromonas variaram, com foco nas temperaturas ótimas, entre 33,6 (A. sobria 19) e 
66,3 minutos (A. sobria 32). Segundo o descrito na literatura, A. hydrophila apresenta tempos de 
geração da ordem das 0,45 horas (27 minutos) (174), podendo essas diferenças ser novamente 
justificadas pelas fontes de carbono utilizadas pela bactéria e pelas condições in vitro.  Os tempos 
de geração das restantes espécies, A. sobria e A. veronii, não são registados na literatura, 
contudo, como referido para Pseudomonas spp., o seu valor depende do substrato a que a 
bactéria cresce (175). 
Em K. pneumoniae, quatro isolados apresentaram crescimento ótimo a 37 ºC (4/6, ≈ 67 %) e 
apenas dois registaram um menor G a 25 ºC (2/6 ≈ 33 %). Nesta espécie, é observada uma faixa 
de G que varia entre 47,1 (Kp 49) e 88,8 minutos (Kp 48), segundo as suas temperaturas ótimas. 
Regué e colaboradores (176) realizaram experiências com duas estirpes de K. pneumoniae e 
concluíram que o tempo de geração registado para esta bactéria é de cerca de 40 minutos. 
Apenas a Kp 45 e a Kp 49 apresentaram um G aproximado do descrito pelos autores (47,6 e 
47,1 minutos, respetivamente). Os restantes quatro isolados apresentaram um G relativamente 
superior, o que pode dever-se às condições anteriormente referidas para as restantes espécies 
do estudo. 
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4.2 Biofilmes 
4.2.1 Biofilmes de uma espécie 
O presente ponto do trabalho consistiu na avaliação de produção de biofilme por cada um dos 
isolados. As cinéticas de formação de biofilme são apresentadas na figura 4.4. 
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- E. coli - Pseudomonas spp. 
- Aeromonas spp. - K. pneumoniae 
Figura 4.4 - Cinéticas de formação de biofilmes. 
As cinéticas são apresentadas para isolados de E. coli (A), Pseudomonas spp. (B), Aeromonas spp. (C) e 
K. pneumoniae (D). Os perfis de formação de biofilme estão identificados em (E). 
A formação de biofilme foi monitorizada entre as 2 e as 24 horas, a 570 nm. 
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Inicialmente, foram comparadas as cinéticas de formação de biofilme dentro da mesma espécie 
(E. coli e K. pneumoniae, presentes nas figuras 4.4 A e D, respetivamente) ou género 
(Pseudomonas e Aeromonas, presentes nas figuras 4.4 B e C, respetivamente). Esta análise 
demonstrou que as cinéticas de formação de biofilme podem ser divididas em 3 perfis-tipo 
(fig. 4.4 E). 
No caso dos isolados de E. coli, foi possível a observação de duas cinéticas de formação de 
biofilme (fig. 4.4 A). As E. coli 41 e 43 demonstraram uma maior formação de biofilme do que os 
isolados 40 e 42. Para os primeiros, é observado um valor máximo de formação de biofilme às 
8 horas, seguido de um decréscimo até às 24 horas. Estes resultados sugerem que às 8 horas 
existe um biofilme maduro que inicia a sua fase de dispersão. Este perfil é compatível com o 
perfil 2. Os restantes isolados (E. coli 40 e 42) são compatíveis com o perfil 1, uma vez que, ao 
longo das 24 horas, foram sempre registados valores de absorvância muito baixos (isolados com 
pouca ou nenhuma capacidade de formação de biofilme). 
Relativamente à formação de biofilme das Pseudomonas spp. (fig. 4.4 B), foram igualmente 
identificados dois perfis. Num deles, foram incluídas a P. putida 52 e a P. oryzihabitans 57, que 
apresentaram alguma capacidade de formação de biofilme, atingindo o seu ponto máximo após 
8 horas. Contudo, ao invés do observado para as E. coli 41 e 43, não registaram uma queda 
abrupta até às 24 horas, sugerindo uma dispersão mais lenta do biofilme. Por esta razão, estes 
dois isolados de Pseudomonas foram incluídos no perfil 3. Os restantes, P. aeruginosa 51 e 
P. putida 53, registaram cinéticas de formação de biofilme idênticas e concordantes com o 
perfil 1, evidenciando a fraca produção de biofilme. Este resultado sugere que a formação de 
biofilme não é condicionada pela espécie a que os isolados pertencem, embora o número de 
isolados seja reduzido. 
A formação de biofilme pelos isolados de Aeromonas (fig. 4.4 C) permitiu a distinção de três 
perfis. A. sobria 32 foi o isolado que demonstrou uma maior formação, em comparação com os 
restantes; para este isolado e para A. sobria 19 é observado um rápido crescimento até às 
4 horas, onde se sugere a existência de um biofilme maduro e o início da fase de dispersão após 
esse tempo, com valores quase sempre decrescentes até 24 horas, pelo que foram incluídos no 
perfil 2. Os isolados de A. veronii 13, A. sobria 16 e A. sobria 29 foram incluídos no perfil 3, onde 
existiu um crescimento na fase inicial, seguido de valores idênticos ao longo do tempo (a partir 
das 6 e 8 horas, respetivamente), o que sugere, como referido anteriormente, uma dispersão 
lenta do biofilme. A curva referente a A. sobria 15 sofreu um decréscimo da biomassa do biofilme 
entre as 2 e as 6 horas, apresentando, na maior parte do tempo pouca formação de biolfilme, 
pelo que foi incluída no perfil 1. 
Os isolados de K. pneumoniae foram incluídos em dois perfis de formação de biofilme (fig. 4.4 D), 
tal como as E. coli e as Pseudomonas spp. A Kp 48 foi a que apresentou, aparentemente, uma 
maior cinética de formação de biofilme e foi incluída, tal como as Kp 46, 47, 48, 49 e 50, no perfil 
3, onde é sugerida a existência de um biofilme maduro às 6 horas (Kp 46 e 47) e às 8 horas 
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(Kp 48, 49 e 50), seguido de uma dispersão lenta até às 24 horas. A Kp 45 apresentou pouca 
capacidade de formação de biofilme, tendo sido incluída no perfil 1.  
Para facilitar a interpretação dos resultados, os isolados foram classificados como apresentado 
na tabela 3.2, sendo: não produtor, produtor fraco, produtor moderado e forte produtor de 
biofilme (154). A figura 4.5 apresenta a classificação, bem como as respetivas percentagens por 
categoria. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A figura 4.5 permite afirmar que um quarto dos isolados (25 %) foi classificado como não produtor 
e outro quarto como produtor fraco de biofilme, 40 % são produtores moderados e apenas 10 % 
apresentaram uma forte produção de biofilme.  
Isolados de todos os géneros bacterianos foram classificados como não produtores ou 
produtores moderados de biofilmes. Na categoria dos não produtores, a E. coli contribuiu com 
10 % (dois isolados: E. coli 40 e 42) e os restantes géneros bacterianos com 5 % cada, 
correspondendo aos seguintes isolados: P. putida 53, A. sobria 15 e Kp 45. Na categoria dos 
produtores moderados, onde foi classificada a maioria dos isolados, curiosamente cada um dos 
géneros bacterianos contribuiu com dois isolados (10 % cada): E. coli 41 e 43; P. putida 52 e 
P. oryzihabitans 57; A. sobria 19 e 29 e Kp 46 e 47. 
Na categoria de fraco produtor de biofilme não estão representados isolados de E. coli. O género 
Pseudomonas contribuiu com 5 % dos isolados (P. aeruginosa 51) enquanto as Aeromonas 
(A. sobria 13 e 16) e as Klebsiella (Kp 49 e 50) contribuíram com 10 % cada. Dois isolados 
(A. sobria 32 e Kp 48) foram classificados como fortes produtores de biofilme (10 %).  
Figura 4.5 - Formação de biofilmes in vitro. 
A capacidade de formação de biofilme por 20 isolados bacterianos (n=20), incluindo E. coli (n=4), 
Pseudomonas spp. (n=4), Aeromonas spp. (n=6) e K. pneumoniae (n=6), foi avaliada pelo ensaio de cristal 
violeta. Os isolados foram classificados em quatro categorias quanto à sua capacidade de formação de 
biofilme, sendo os resultados expressos em percentagem, calculada em relação ao total de isolados da 
amostra. 
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Apenas os dois géneros bacterianos Aeromonas e Klebsiella, que curiosamente são os mais 
representados na amostra, contribuíram para todas as categorias. No caso das Aeromonas, tal 
poderá ser atribuído a variações entre as espécies, uma vez que existem isolados de A. veronii 
e de A. sobria. Contudo, para Klebsiella existem apenas isolados representantes de uma espécie: 
K. pneumoniae, o que sugere a existência de caraterísticas específicas em cada isolado, que 
condicionam a sua capacidade de formação de biofilme. Este resultado está de acordo com o 
descrito para K. pneumoniae de origem clínica (98, 177). 
Existiu, ainda, a tentativa de relacionar a capacidade de formação de biofilme pelas bactérias 
(in vitro) e a sua origem no ambiente (água ou biofilme), não tendo sido verificado que bactérias 
isoladas de biofilmes ambientais apresentaram maior capacidade para formar biofilmes in vitro. 
Curiosamente, os isolados classificados como fortes produtores de biofilmes foram ambos 
recuperados de amostras de água. Entre as bactérias consideradas não produtoras (n=5), são 
encontrados, maioritariamente, isolados de biofilmes ambientais (3/5) e todas as bactérias 
classificadas como fracas produtoras de biofilmes foram recuperadas, igualmente, de biofilmes 
(n=5). Este resultado, aparentemente contraditório, poderá ser explicado, pelo menos 
parcialmente, pelo facto de as condições in vitro não mimetizarem exatamente as condições 
ambientais. Neste caso, o meio de cultura, a superfície onde o biofilme se forma e a ausência de 
fluxo no sistema in vitro podem influenciar o resultado observado. Foi comprovado, 
anteriormente, que a superfície de cimento, existente no lago ornamental em estudo, promoveu 
uma melhor formação de biofilme pelas bactérias, do que uma outra superfície testada 
(vidro) (178). Este problema não é exclusivo destes estudos, tendo sido igualmente relatado por 
outros autores (179-181), e, por esta razão, um dos desafios que é, atualmente, colocado à 
comunidade científica é o estabelecimento e validação de protocolos para o estudo de 
biofilmes (182, 183). 
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4.2.1.1 Deslizamento em meio semi-sólido versus capacidade de formação de 
biofilme 
O deslizamento em meio semi-sólido é definido como um movimento bacteriano, acionado por 
flagelos rotativos, que facilita a disseminação de colónias (184-186). As bactérias deslizantes 
formam diversos padrões de colónias macroscópicas em meio sólido (187-190). 
Este ensaio foi realizado com o objetivo de se estabelecer uma relação entre o deslizamento das 
bactérias e a sua capacidade de formação de biofilme. A figura 4.6 apresenta o padrão de 
deslizamento de algumas das bactérias, a 37 ºC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O deslizamento de Kp 50 (fig. 4.6 A) demonstra uma fraca capacidade deste isolado, que formou 
uma colónia confinada no centro da placa, ao contrário de Kp 47 (fig. 4.6 E), que colonizou a 
totalidade da placa, nas mesmas condições. Carabarin-Lima e colaboradores (191) demonstraram 
que várias estirpes de K. pneumoniae podem apresentar deslizamentos variáveis entre si, 
dependendo das suas caraterísticas genotípicas e fenotípicas, o que pode justificar os resultados 
apresentados. 
Os isolados de A. sobria, 29 e 32 (figs 4.6 B e C, respetivamente), apresentaram um padrão de 
colonização irregular, sugerindo uma maior concentração bacteriana no centro da placa, 
fenómeno igualmente verificado por outros autores (192). 
O isolado de E. coli, 43 (fig. 4.6 D), revelou capacidade de deslizamento, colonizando quase a 
totalidade da placa, num movimento homogéneo não padronizado. Swiecicki e 
colaboradores (193) definiram o deslizamento desta espécie como semelhante ao da figura, o que 
sugere uma concordância com o descrito na literatura.  
C B 
D E 
A 
Figura 4.6 - Deslizamento em meio semi-sólido. 
O deslizamento é apresentado para K. pneumoniae 50 (A), A. sobria 29 (B), A. sobria 32 (C), E. coli 43 
(D) e K. pneumoniae 47 (E), a 37 ºC. 
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Kearns (194) comprovou que células incapazes de deslizarem e de se espalhar pela superfície, 
crescem como uma colónia confinada no centro da placa, como o apresentado nas 
figuras 4.6 A, B e C. Outros autores verificaram que, pelo contrário, bactérias deslizantes migram 
rapidamente para longe do ponto de inoculação (fenómeno presente nas figuras 4.6 D e E), 
afirmando que o comportamento do deslizamento é quimiotaticamente orientado (195-197). 
Como observado na figura 4.6, a 37 ºC, a maioria dos isolados apresentou um padrão centrífugo 
e uniforme, exceto A. sobria 29 e A. sobria 32. A figura 4.7 expõe padrões heterogéneos de 
deslizamento observados em alguns isolados.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Curiosamente, através da análise das figuras 4.7 A, B, C e D, são observados apenas padrões 
de deslizamento por Aeromonas spp., o que indica que este género bacteriano pode apresentar 
padrões bastante heterogéneos e distintos entre si. 
É afirmado, por alguns autores, que o significado do padrão em particular não é claro, ainda que 
dependa das condições ambientais (187-190). 
As distâncias de deslizamento são apresentadas no anexo I, tabela I.1.  
 
 
 
A B 
C 
C D 
Figura 4.7 - Deslizamento em meio semi-sólido: padrões heterogéneos. 
O deslizamento é apresentado para A. veronii 13 (A), A. hydrophila/caviae 24 (B), A. sobria 16 (C) e 
A. sobria 32 (D), a 25 ºC, após cinco dias de incubação. 
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Com base na distância percorrida, os isolados foram ordenados quanto à sua capacidade para 
deslizarem no meio semi-sólido. De seguida, foi estudada a relação entre a capacidade de 
deslizamento e a de formação de biofilme, a 37 ºC (tabela 4.3). 
  
Tabela 4.3 - Capacidade de formação de biofilme versus deslizamento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
As espécies foram classificadas por um mapa de calor, segundo a capacidade de formação de biofilme e/ou 
de movimento por deslizamento em meio semi-sólido. A cor vermelha (   ) corresponde a uma melhor 
performance para as caraterísticas estudadas, seguindo uma ordem decrescente até à cor verde (   ). A 
comparação foi realizada dentro do mesmo género e a escala utilizada foi a seguinte: 
 
A ordem apresentada na tabela 4.3 sugere a existência de uma relação direta entre a formação 
de biofilme e o deslizamento para todos os isolados de E. coli, pelo que uma maior capacidade 
de formação de biofilme correspondeu a um maior deslizamento, e vice-versa. Wood e 
colaboradores (198) também verificaram o fenómeno descrito. 
No caso dos isolados de Pseudomonas spp., foram, aparentemente, observadas diferentes 
relações. Para P. aeruginosa 51 e P. putida 52, à semelhança de E. coli, é sugerida uma relação 
direta entre as duas caraterísticas estudadas. A relação observada nos dois restantes isolados 
foi considerada inversa. Este resultado poderá ser explicado pela expressão diferencial de 
proteínas relacionadas com os flagelos das espécies de Pseudomonas spp. (199-202). Neste 
estudo, não foi confirmada a presença/ausência de flagelos nos isolados bacterianos, pelo que 
apenas é possível a especulação acerca deste tema. Contudo, alguns autores inferiram existir 
uma relação inversa entre estas duas ocorrências, em determinadas estirpes de 
P. aeruginosa (203, 204). 
Isolados 
Biofilme Deslizamento 
Espécie ID 
E. coli 
41   
42   
43   
P. aeruginosa 51   
P. putida 
52   
53   
P. oryzihabitans 57   
A. veronii  13   
A. sobria 
  
15   
16   
19   
29   
32   
K. pneumoniae 
45   
46   
47   
48   
49   
50   
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Relativamente aos isolados de Aeromonas spp. e K. pneumoniae, não foi verificada uma relação 
direta entre os dois parâmetros e não é correto ser afirmado que se manteve uma relação 
inversa, pois existiu variabilidade entre isolados da mesma espécie. As A. sobria 16 e 32, 
aparentemente demonstraram uma relação inversa e A. veronii 13 e as A. sobria 15, 19 e 29 
uma relação direta, tal como as Kp 45, 48 e 50 (relação inversa) e as Kp 46, 47 e 49 (relação 
direta). 
Os flagelos laterais de Aeromonas, além de serem responsáveis pelo seu deslizamento e 
permitirem a migração das bactérias sobre as superfícies por movimentos rotativos, contribuem 
para a formação do biofilme (150, 184, 192), o que permite sugerir a existência de uma relação direta 
entre a capacidade de formação de biofilme e o movimento de deslizamento deste género 
bacteriano, quando as proteínas relacionadas com os flagelos se expressam de forma 
idêntica (150, 184, 192), o que pode justificar, novamente, os resultados apresentados nestes ensaios. 
É comprovado, na literatura, que K. pneumoniae apresenta flagelos sob certas condições, 
permitindo assim o deslizamento bacteriano. A expressão de proteínas relacionadas com os 
flagelos também pode estar ligada a outros mecanismos, como a formação de biofilme (191). Tal 
como em Pseudomonas spp. e Aeromonas spp., não tendo sido confirmada a presença ou 
ausência de flagelos, não são possíveis conclusões acerca do tema. 
 
 
4.2.2 Biofilmes binários 
4.2.2.1 Isolados bacterianos co-existentes 
Nesta parte do estudo, foram avaliados biofilmes binários. As interações entre espécies foram 
analisadas em dois pontos relacionados com duas fases importantes da formação dos biofilmes: 
a aderência (2 horas) e a maturação (8 horas). 
Foram estudados os biofilmes binários in vitro, por serem os consórcios mais facilmente 
compreendidos. Neste estudo preliminar, foram testadas misturas binárias de bactérias isoladas 
no mesmo mês e que, portanto, co-existem no ambiente. Os meses de colheita do estudo 
anteriormente referido (149) foram selecionados de forma a existir, para além do género bacteriano 
residente (Aeromonas spp.), pelo menos uma das bactérias indicadoras da qualidade da água: 
E. coli, K. pneumoniae ou Pseudomonas spp. Este desenho experimental originou 24 binómios 
bacterianos (n=24), que foram testados quanto à capacidade de formação de biofilme e às 
interações entre os dois membros do consórcio bacteriano.  
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Dessas 24 misturas binárias, em 21 foi observado o mesmo tipo de interação nos dois pontos 
horários associados às duas fases da formação de biofilme e as percentagens associadas a cada 
interação são apresentadas na figura 4.8. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
A observação da figura 4.8 permite afirmar que, para 90 % dos binómios (19/21) foi observada 
uma relação de competição entre as espécies e 10 % (2/21) correspondeu a uma cooperação.  
Para os restantes binómios (n=3) foram identificadas relações distintas nas fases de aderência 
e de maturação do biofilme. Em dois dos binómios, existiu uma cooperação entre as espécies às 
2 horas e uma competição às 8 horas; no outro sucedeu o inverso, tendo existido uma relação 
de competição e cooperação às 2 e às 8 horas, respetivamente.  
Este assunto ainda não é consensual na comunidade científica, pelo que existem relatos 
contraditórios. Elias e Banin (205) sugeriram que a omnipresença dos biofilmes polimicrobianos 
em ambientes ecológicos e clínicos, deveria promover as interações de cooperação entre as 
espécies, ao invés de interações de competição, particularmente as sinergias que facilitam a co-
existência. Contudo, Foster e Bell (114), embora assumam a existência da interação anteriormente 
descrita em alguns casos, descreveram o fenómeno inverso. Os seus resultados experimentais 
sugeriram que a competição é a interação dominante entre espécies microbianas que co-habitam 
no ambiente. Os trabalhos realizados por Hibbing e colaboradores estão igualmente de acordo 
com esta última perspetiva (206). 
Um dos fatores que é, muitas vezes, apontado como responsável pela competição observada 
nas experiências laboratoriais são as espécies utilizadas, que normalmente não partilham o 
mesmo habitat (114). No presente estudo, este fator foi eliminado, pois apenas foram testadas 
espécies co-existentes no ambiente. Os resultados obtidos podem ser justificados pelas 
condições utilizadas no ensaio in vitro serem distintas das que existem no ambiente. Por 
exemplo, durante todo o estudo existiu, no lago, um biofilme de Aeromonas, ao qual se 
associavam outras espécies ao longo do tempo (149). No entanto, nas condições experimentais 
10%
90%
Cooperação
Competição
Figura 4.8 - Biofilmes binários: Relações entre espécies. 
As interações foram determinadas para uma amostra total de 21 misturas binárias (n=21) e classificadas 
de acordo com Foster e Bell (114). 
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do presente trabalho, foi testada a formação de biofilme, simultaneamente por várias 
combinações de bactérias.   
A força das competições e cooperações bacterianas pode estar no seu potencial de co-
adaptação a longo prazo e no grau de sobreposição do nicho ecológico (207). Assumindo que a 
formação de biofilmes ambientais se assemelha ao que ocorre na cavidade oral, é inferido que 
possam existir bactérias com uma localização específica dentro do biofilme, e, por isso, com 
funções distintas na sua formação (208). 
De seguida, são apresentados dois exemplos de misturas binárias, onde foram observadas 
diferentes interações entre as espécies do consórcio. O primeiro consiste numa cooperação 
entre uma Kp e uma E. coli, apresentada na figura 4.9. 
 
Como é observado na figura 4.9, ao fim de 2 e de 8 horas a soma da biomassa das duas nulas 
(bactérias isoladas) foi inferior à biomassa presente no biofilme. Neste caso, os dois isolados 
apresentaram capacidades distintas de formação de biofilme, tendo Kp 48 sido classificada como 
forte produtora de biofilme e E. coli 42 como não produtora, o que pode justificar a existência de 
uma cooperação entre estes isolados. 
Aparentemente, Kp 48 foi o isolado que deve ter contribuído mais para a biomassa do biofilme, 
pelo que a biomassa do biofilme binário se assemelhou à da nula (às 8 horas) e foi muito superior 
à de E. coli 42, que aparentemente foi o isolado mais beneficiado neste consórcio. Uma vez que 
não foram realizados ensaios quantitativos de determinação das contribuições exatas de cada 
um dos isolados para a biomassa do biofilme, estas conclusões são meramente especulativas. 
Uma justificação para a observação da relação sinérgica entre estes dois isolados pode ser o 
facto de pertencerem ao grupo bacteriano ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus 
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e espécies 
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Figura 4.9 - Cooperação entre espécies. 
A formação de biofilme por isolados de Kp 48 e E. coli 42 e pela sua mistura binária foi avaliada após 2 e 
8 horas de incubação a 37 ºC. A diferença foi considerada significativa para valores de p < 0,05 (*).  
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de Enterobacter), que constitui, no Homem, a principal causa de infeções associadas aos 
cuidados de saúde, e contém bactérias frequentemente isoladas do mesmo nicho ecológico (209-
211). Curiosamente, além deste binómio, existiu outro onde aparentemente se verificou uma 
sinergia entre as espécies, que incluiu, igualmente, isolados do mesmo grupo: P. aeruginosa e 
K. pneumoniae, o que pode importar na validação dos resultados apresentados. 
Na figura 4.10, é apresentado um exemplo da interação mais frequentemente observada na 
amostra de binómios estudada. 
 
Como é observado na figura 4.10, ao fim de 2 e de 8 horas a soma da biomassa das duas nulas 
foi superior à biomassa presente no biofilme binário. Neste caso, existiu uma competição em 
isolados classificados na mesma categoria de formação de biofilme (produtores moderados). 
Aparentemente, a A. sobria 29 foi a espécie que mais contribuiu para a biomassa do biofilme, 
sendo notada uma maior diferença entre os dois isolados, às 2 horas. Contudo, às 8 horas, é 
observado um aumento significativo da biomassa de P. oryzihabitans 57. Ainda assim, esta 
última espécie, aparentemente, foi a mais beneficiada no consórcio, pois a sua biomassa foi, nos 
dois tempos, inferior à biomassa do biofilme. Novamente, as conclusões são meramente 
especulativas, contudo, o facto de, no estudo de onde surgiram estes isolados, Aeromonas spp. 
ter sido uma presença constante no biofilme e P. oryzihabitans 57 ter sido um membro isolado 
apenas num mês (esporádico), pode validar os resultados apresentados. 
Gabrilska & Rumbaugh (180) descreveram, além disso, que, muito frequentemente, uma co-cultura 
in vitro, pode resultar na morte de uma ou mais espécies, mesmo co-existindo de forma estável 
no ambiente natural. Tal pode ser justificado pelas condições artificiais (in vitro) a que as mesmas 
foram sujeitas. 
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Figura 4.10 - Competição entre espécies. 
A formação de biofilme por isolados de A. sobria 29 e P. oryzihabitans 57 e pela sua mistura binária foi 
avaliada após 2 e 8 horas de incubação a 37 ºC. A diferença foi considerada significativa para valores de 
p < 0,05 (*). 
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Foram testadas as misturas binárias entre Aeromonas spp. e um isolado de um género distinto, 
e foi sempre registada uma relação de competição. Foi comprovada, na literatura, a produção de 
bacteriocinas por isolados bacterianos, incluindo Aeromonas spp., e, além disso, foi também 
demonstrada a inibição da biomassa de espécies co-existentes no biofilme, o que poderá 
suportar os resultados descritos (212-214).  
Após os ensaios que incluíram consórcios binários, foram avaliados todos os consórcios 
possíveis dentro de cada mês, sendo 4 consórcios com três membros e 1 com cinco membros. 
No entanto, nestes foi corroborada a complexidade e a dificuldade na interpretação das 
interações entre os diferentes membros, pelo que não foram incluídos nos resultados. 
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4.2.2.2 Isolados bacterianos co-existentes versus isolados de meses diferentes 
Como a análise dos resultados obtidos com consórcios com mais do que duas espécies se 
revelou, como referido, muito complexa, foi aprofundado o estudo acerca das misturas binárias, 
onde se compararam bactérias isoladas do mesmo mês com bactérias isoladas em meses 
diferentes, ou seja, a co-existência no mesmo habitat e a existência no habitat em tempos 
distintos. Para facilitar a interpretação dos resultados, foi comparada a biomassa do biofilme de 
cada uma das bactérias com o biofilme formado pelas duas espécies (n=12 misturas por 
condição) e os resultados estão presentes na figura 4.11.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Isolados de meses diferentes Isolados do mesmo mês 
Positivo Negativo Neutro
Figura 4.11 - Biomassa em biofilmes: Isolados de meses diferentes versus Isolados do mesmo mês. 
A biomassa dos isolados com a dos biofilmes binários foi comparada, para um total de 24 misturas binárias 
(n=24), onde: E. coli + K. pneumoniae (A e B; n=10), A. sobria + K. pneumoniae (A.1 e B.1; n=8) e 
A. sobria + E. coli (A.2 e B.2; n=6), às 24 horas. 
Os isolados foram colhidos em meses diferentes (A, A.1 e A.2) e no mesmo mês de colheita (B, B.1 
e B.2). 
A primeira coluna de cada gráfico consiste na variação predominante. 
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A análise das figuras 4.11 A e B, sugere, no biofilme de E. coli com Kp, um acréscimo da 
biomassa de E. coli e um decréscimo da biomassa de Kp, em comparação com a biomassa do 
consórcio; independentemente da co-existência no ambiente. Apenas 20 % (uma mistura) dos 
consórcios de E. coli e Kp (de isolados provenientes do mesmo mês de colheita, fig. 4.11 B) 
apresentaram aproximadamente a mesma biomassa do que o consórcio. É notado, ainda na 
figura 4.11 B, que, embora tivesse existido um decréscimo da biomassa de Kp do mesmo mês 
(80 % das misturas), em comparação com a biomassa da mistura, esse decréscimo não foi tão 
elevado como em isolados provenientes de meses diferentes de colheita (100 % das misturas, 
fig. 4.11 A).  
Os consórcios de A. sobria com Kp, apresentados nas figuras 4.11 A.1 e B.1, sugerem um 
aumento da biomassa de A. sobria (em 100 % das misturas), quando comparada com a 
biomassa da mistura. Entre os isolados de Kp, é verificado o inverso do fenómeno quando os 
isolados provêm do mesmo mês de colheita, existindo um aumento da biomassa de isolados que 
co-existem no habitat (fig. 4.11 B.1) e um decréscimo quando estes provêm de meses diferentes 
de colheita (fig. 4.11 A.1) (75 % das misturas nas duas condições). Apenas 25 % dos consórcios 
apresentaram um aumento da biomassa de Kp, em isolados de meses diferentes e um 
decréscimo de Kp no mesmo mês de colheita. 
Por último, em consórcios de A. sobria e E. coli, apresentados nas figuras 4.11 A.2 e B.2, foram 
sempre verificados acréscimos na sua biomassa em relação à mistura, ainda que em 
percentagens distintas. Quando essas espécies co-existiram no ambiente (fig. 4.11 B.2), o 
acréscimo da biomassa de A. sobria existiu em apenas 33,3 % dos consórcios, tal como o 
decréscimo e a ausência de variação. Em isolados de meses diferentes de colheita 
(fig. 4.11 A.2), houve um acréscimo da biomassa das duas espécies em 67,7 % dos consórcios. 
Os restantes 33,3 % representam a ausência de diferenças significativas entre a sua biomassa 
e a do consórcio. Neste caso, os resultados não foram consensuais, o que pode dever-se ao 
número de amostras analisadas em cada condição (n=3).  
Na maioria dos consórcios estudados, é notado que o decréscimo da biomassa do biofilme foi 
menor em bactérias do mesmo mês de colheita, o que sugere uma maior adaptação entre 
bactérias que co-existem no mesmo habitat. Como não são conhecidas as contribuições de cada 
um dos isolados no biofilme, não é possível concluir qual o que predomina na sua biomassa, 
pelo que, novamente, apenas são possíveis especulações acerca do tema.  
Encontra-se descrito que bactérias provenientes do mesmo ecossistema (co-existentes), in vitro 
podem ampliar as relações de cooperação entre si, promovendo um aumento da biomassa do 
seu biofilme (207, 112). No caso do presente ensaio, as amostras de água provêm da mesma 
natureza, contudo de períodos diferentes (figs 4.11 A, A.1 e A.2), o que pode favorecer as 
relações de competição entre as espécies consorciadas, conduzindo à redução da biomassa do 
biofilme. Este fenómeno foi anteriormente sugerido por Madsen e colaboradores (215), que co-
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cultivaram aleatoriamente bactérias presentes em diferentes biofilmes, no mesmo período de 
tempo.  
 
4.2.2.3 Efeito de Aeromonas spp. em biofilmes de K. pneumoniae 
Método convencional 
Nesta parte do trabalho, foi avaliado o efeito de Aeromonas spp. (bact.), ou dos seus 
sobrenadantes (sobren.), em biofilmes maduros de K. pneumoniae (biofilmes com 8 horas). 
Todos os isolados de Kp (n=6) foram incluídos no estudo. No caso das Aeromonas, foram 
selecionados os isolados segundo os seguintes critérios: pertencer à éspecie 
predominantemente isolada do lago ornamental (A. sobria) ou à espécie responsável pela 
maioria de infeções no Homem (A. hydrophila). Os resultados obtidos são apresentados na 
tabela 4.4. 
 
Tabela 4.4 - Efeito de Aeromonas spp. em biofilmes de K. pneumoniae. 
          Efeito no biofilme             
de Kp 
Espécie  
Adicionada 
Kp 45 Kp 46 Kp 47 Kp 48 Kp 49 Kp 50 Tempo (h) 
A
. 
s
o
b
ri
a
 1
6
 
Bact.       
24 
Sobren.       
Bact.       
48 
Sobren.       
Bact.       
72 
Sobren.       
A
. 
h
y
d
ro
p
h
ila
 2
4
 Bact.       
24 
Sobren.       
Bact.       
48 
Sobren.       
Bact.       
72 
Sobren.       
 
 
 
A tabela 4.4 mostra que as duas espécies de Aeromonas, A. sobria 16 e A. hydrophila 24 
interagem de forma distinta com os isolados de Kp. É, ainda, importante registar que o efeito de 
Aeromonas e do seu sobrenadante sobre o biofilme de Kp pode, ou não, ser distinto. 
Numa análise mais detalhada, é observado que A. sobria 16 só interferiu com o biofilme de Kp 
ao fim de 48 horas. Neste ponto, é verificado um aumento da biomassa do biofilme de Kp 45, 
quando co-cultivado com isolados de Aeromonas ou do seu sobrenadante. O efeito contrário é 
observado para Kp 49, na presença de A. sobria 16, mas não do seu sobrenadante. Decorridas 
Positivo para Kp; 
Negativo para Kp; 
Neutro (sobrenadante) para Kp; 
Neutro (bactéria) para Kp. 
 
Bact. – bactéria 
Sobren. - Sobrenadante 
 44 
 
72 horas, a biomassa do biofilme de todas as Kp, exceto Kp 49, decresceu na presença do 
sobrenadante de A. sobria 16, mas não da própria bactéria. 
A. hydrophila 24, ou o seu sobrenadante, promoveu mais variações significativas com os 
biofilmes de Kp do que A. sobria 16. A biomassa dos biofilmes de três Kp (46, 48 e 50) aumentou 
significativamente na presença do sobrenadante de A. hydrophila 24, ao fim de 24 horas. Este 
efeito é igualmente observado para o biofilme de Kp 46, na presença da Aeromonas, não apenas 
às 24 como também às 48 horas. Às 48 horas, é verificado que, além de Kp 46, a biomassa do 
biofilme das Kp 45 e 50 aumenta na presença de A. hydrophila. O mesmo efeito é observado 
nos biofilmes de Kp 45 e Kp 50, na presença do sobrenadante da Aeromonas. Contudo, o efeito 
do sobrenadante de A. hydrophila variou, aparentemente, com a Kp, sendo observado um 
decréscimo da biomassa do biofilme de Kp 47 e 49. Importa ainda referir que as duas espécies 
de Aeromonas e respetivos sobrenadantes têm o mesmo efeito sobre Kp 45, às 48 horas. O 
efeito do sobrenadante de A. hydrophila ao fim de 72 horas, sobre a biomassa do biofilme de 
Kp 45, 46, 47 e 50 (decréscimo da biomassa) é semelhante ao observado para A. sobria, 
contudo, A. hydrophila promove o aumento da biomassa do biofilme de Kp 45. 
Uma análise geral da tabela anterior, permite inferir que o sobrenadante de Aeromonas spp. 
demonstrou ser mais efetivo na inibição de biofilme de Kp do que as próprias bactérias. Este 
resultado sugere que a inibição poderá ser desencadeada por um (ou vários) composto(s) 
presente(s) no sobrenadante. Seria importante estudar a composição do sobrenadante das 
Aeromonas deste trabalho, para averiguar a presença do mesmo composto ou família de 
compostos. Bansal e colaboradores (216, 217) descreveram este fenómeno para outra espécie de 
Aeromonas (A. punctata) e o seu sobrenadante, afirmando que estes apresentam capacidade 
para inibir o biofilme de Kp do serótipo K2 (K. pneumoniae clínicas). Embora não tenham sido 
caraterizados os isolados de Kp ambientais quanto ao seu serótipo, o K2 não é frequente neste 
grupo (218, 219). Para além desta caraterística das Kp, que pode condicionar a formação e 
manutenção do seu biofilme, importa identificar o mecanismo através do qual as Aeromonas 
interferem com o mesmo. Os fatores que desencadeiam a dispersão de um biofilme não são, 
ainda, completamente conhecidos. Contudo, é conhecido que a disponibilidade de nutrientes, a 
presença de compostos tóxicos de sistemas de deteção de quorum e bacteriófagos estão 
envolvidos nesta fase do ciclo de vida do biofilme (220). No caso das Aeromonas, parece existir a 
capacidade de degradar alguns compostos da matriz polimérica extracelular do próprio biofilme 
ou do de outras bactérias, conduzindo à dispersão do mesmo (221). 
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Método de medição da impedância elétrica - Índice celular   
O método convencional (cristal violeta), foi o método utilizado na componente experimental de 
todo o trabalho. Contudo, existem várias desvantagens associadas ao mesmo, como o tempo 
dispendido na realização dos ensaios, o volume de trabalho, erros associados ao uso de corantes 
e o facto de apenas avaliar a biomassa, e não o estado metabólico das bactérias. 
Assim sendo, foi utilizado o método da determinação da impedância elétrica, com recurso ao 
equipamento xCELLigence, que apresenta a particularidade de monitorizar a aderência das 
células às superfícies (155); e de promover leituras automáticas, monitorizando os biofilmes em 
tempo real (222, 223). 
Face ao referido, importou o estudo de uma relação entre os métodos. Para isso, foi determinada 
a concentração ótima do inóculo inicial para formação de biofilme. Para três concentrações, é 
apresentado, na figura 4.12, o exemplo da evolução do índice celular de E. coli 42, ao longo de 
19 horas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Na figura 4.12, é notado que a concentração mais elevada (1 x 107 UFC/ml) demonstrou ser a 
menos favorável para a formação de biofilme. Para as restantes concentrações, foram 
observados perfis semelhantes, embora a concentração mais baixa (1 x 105 UFC/ml) origine 
valores de índice celular (biofilme), a partir das 5 horas. Contudo, uma vez que pelo método 
convencional se adotou uma concentração inicial de 1 x 106 UFC/ml, esta foi a selecionada, de 
modo a permitir uma comparação direta entre os métodos. 
 
 
 
 
Figura 4.12 - Determinação da concentração ótima: Ensaio de impedância elétrica. 
Foram testadas três concentrações distintas de E. coli 42.  
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Após a seleção da concentração, foi procurada uma relação entre os valores de impedância, a 
fotografia do biofilme, nas placas, e o valor das absorvâncias, no final do ensaio, e os resultados 
são apresentados na figura 4.13. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A observação da figura 4.13 sugere a existência de uma relação direta entre os dois métodos. 
A um índice celular mais elevado está associado um valor de absorvância igualmente elevado, 
que pode ser comprovado pela maior formação de biofilme (existência de maior quantidade de 
manchas azuis, imagem contornada a amarelo) e vice-versa.  
A concentração de 1 x 106 UFC/ml foi, posteriormente, utilizada no ensaio de avaliação do efeito 
de Aeromonas spp. nos biofilmes maduros das seis Kp. Aqui, distintamente do método 
convencional, o efeito de Aeromonas no biofilme de Kp foi monitorizado continuamente durante, 
aproximadamente, quatro dias (100 horas). As figuras 4.14 A e B apresentam, como exemplo 
representativo, o efeito de A. sobria 16 e de A. hydrophila 24, respetivamente, no biofilme maduro 
de Kp 50, ao longo de 100 horas.  
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Figura 4.13 - Relação entre índice celular e absorvância. 
As curvas apresentadas na figura são referentes a A. sobria 16 (  ) e de E. coli 42 (  ). 
As fotografias e as absorvâncias a 570 nm foram obtidas às 19 horas, no final do primeiro ensaio do método 
de determinação da impedância elétrica. 
Nas imagens, a quantidade de manchas azuis reflete a formação de biofilme pelos isolados. 
Figura 4.14 - Efeito de A. sobria ou de A. hydrophila no biofilme de uma Kp. 
Foram adicionadas as espécies A. sobria 16 (A) e A. hydrophila 24 (B), ao biofilme maduro da Kp 50. 
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Como referido anteriormente, existem evidências na literatura de que uma espécie de 
Aeromonas spp. tem a capacidade para inibir o biofilme de uma estirpe de Klebsiella 
clínica (216, 217). No ensaio realizado, foi observada, para algumas Kp, a tendência descrita. Nas 
figuras 4.14 A e B, é observado, de facto, a partir de perto das 40 horas, um decréscimo da 
biomassa de Kp quando co-existe, in vitro, com as Aeromonas spp. Este fenótipo foi o previsto, 
contudo a tendência foi atingida mais tarde do que o esperado. O facto de ter sido prolongado o 
ensaio, para 100 horas, levanta algumas questões como, por exemplo, a evaporação do meio 
de cultura, ao longo do tempo. Esta evaporação pode originar erros de leitura, dificultando a 
interpretação dos resultados, não sendo possível a sua conclusão. Assim, quando não foi 
observado o fenótipo descrito, ou a relação não se verificou, ou houve um problema de 
evaporação. Contudo, é desconhecido se tal se deveu ao serótipo do isolado de Kp ou a um erro 
experimental. A otimização do protocolo experimental que permita o prolongamento do ensaio, 
poderá resolver este problema. 
 
4.2.2.3.1 Análise dos métodos de monitorização de biofilmes 
Através da observação da figura 4.13, é sugerida, aparentemente, uma relação direta entre os 
dois métodos de monitorização de biofilmes (absorvância e índice celular), no términus do 
ensaio. Como tal, importou, no presente ponto, a comparação estatística dos resultados entre os 
métodos, que se realizou através da determinação da correlação entre os valores médios do 
índice celular e de absorvância, a 570 nm, apresentada na figura 4.15.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A interpretação da figura 4.15 permite afirmar que os dois métodos de monitorização de biofilmes 
são estatisticamente diferentes, para um nível de significância de 0,05 (coeficiente de correlação 
(R) = - 0,177, p < 0,05, g.l. = 55), sendo que o Rtabelado tem o valor de 0,261. 
É comprovado, na literatura, que a comparação entre os dois métodos existe, maioritariamente, 
com uma correlação significativa e direta (224, 225). Podem existir inúmeras justificações para as 
diferenças entre os valores de cada um dos métodos. Este foi um ensaio exploratório, em que o 
equipamento foi disponibilizado durante um curto período de tempo, o que impossibilitou a 
Figura 4.15 - Análise estatística: Métodos de formação de biofilme. 
Os IC foram determinados através dos valores médios de cada período de monitorização de biofilmes (2, 
4, 6, 8 e 24 horas) (n= 57). 
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repetição dos ensaios. Além disso, não foi possível a execução de replicados suficientes de 
cada suspensão.  
Distintamente do método convencional, onde o biofilme se forma sobre superfícies de 
poliestireno, as placas utilizadas no ensaio de impedância elétrica apresentam revestimento em 
ouro, o que pode comprometer a capacidade de formação de biofilme pelas bactérias, tendo sido 
igualmente descrito por outros autores (225). 
Podem ter existido, além do supramencionado, problemas de evaporação dos meios de cultura 
no ensaio de impedância elétrica, como referido anteriormente, o que dificulta a interpretação 
dos resultados.  
O método convencional é económico, de fácil implementação e não requer técnicos 
especializados. Em contra-partida, é demorado, sendo requerido um esforço de trabalho 
significativo e onde um erro num ensaio pode comprometer a experiência. Além disso, as 
determinações da absorvância consistem num único ponto no tempo, sendo necessários 
inúmeros ensaios para se obter um número considerável de valores ao longo do tempo (226). O 
método de determinação da impedância elétrica apresenta, por um lado, custos muito elevados 
e a sua implementação e utilização requerem técnicos especializados. Além disso, os 
biossensores online são incapazes de realizar uma análise multicanal paralela (227). Este método 
apresenta, porém, a vantagem de obter uma monitorização contínua e em tempo real sendo, por 
isso, requerida uma carga de trabalho reduzida (223). Seria, no entanto, necessário um 
aprofundamento do estudo da impedância elétrica e do funcionamento do equipamento, bem 
como a execução de vários ensaios experimentais. 
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5 Conclusões e propostas de intervenção 
Um dos maiores problemas da atualidade é a presença de microrganismos patogénicos na água, 
nos alimentos e em instalações de cuidados de saúde, o que aumenta o risco de infeções no 
Homem. Os resultados do presente estudo permitem alertar para o crescimento de bactérias de 
E. coli, Pseudomonas spp., Aeromonas spp. e K. pneumoniae a todas as temperaturas testadas 
(5, 25, 37 e 45 ºC), exceto a última para as Aeromonas spp. Os isolados apresentaram, na sua 
generalidade, tempos de geração inferiores a 88,8 minutos, o que é traduzido no seu rápido 
crescimento/colonização, tendo crescido, preferencialmente, a 25 e 37 ºC. 
O tempo de geração das bactérias tem efeito na formação de biofilmes microbianos, e é 
concluído que a maior parte destas bactérias (75 %) tem capacidade para formar biofilmes in 
vitro, bem como capacidade de deslizamento em meio semi-sólido. 
O estudo de biofilmes binários permitiu concluir que 90 % dos biofilmes estudados apresentaram 
relações de competição entre as espécies, sugerindo qual a espécie que aparentemente 
predomina no ambiente. Além disso, conclui-se que as competições foram potenciadas em co-
culturas, in vitro, de isolados provenientes de meses diferentes de colheita. 
A comparação entre os dois métodos de monitorização de biofilmes originou resultados 
contraditórios na análise qualitativa e na análise estatística, pelo que seria necessário um 
aprofundamento do estudo do método alternativo. 
Em suma, é muito importante a tomada de medidas que vão de encontro ao controlo de 
microrganismos patogénicos e de biofilmes no ambiente, como estratégias de prevenção e de 
monitorização contínuas: limpezas/desincrustações, renovação da água e análises periódicas, 
pois é crescente o registo de infeções, agudas ou crónicas, associadas a biofilmes microbianos 
na água.  
A qualidade microbiológica da água deve ser monitorizada regularmente. Assim, além da 
quantidade de indicadores microbiológicos avaliados, importa a sua especificidade face às 
infeções provocadas no Homem, o que permitirá a redução dos riscos para saúde humana. À 
semelhança do que acontece nos Estados Unidos da América (45), a obrigatoriedade da 
monitorização da presença de Aeromonas spp., além dos indicadores microbiológicos já 
utilizados, na Europa, poderia contribuir para a redução de doenças veiculadas pelas águas. 
A introdução de plantas específicas, referidas por Satpathy e colaboradores (131), nos lagos 
ornamentais, poderá contribuir substancialmente para a melhoria da qualidade microbiológica 
das águas, dada a sua capacidade para inibir ou reduzir a formação de biofilme pelos 
microrganismos. 
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6 Perspetivas de trabalhos futuros 
No presente trabalho, apenas foi apresentada a análise de biofilmes binários, devido à 
complexidade das interações em biofilmes constituídos por um maior número de espécies. Seria 
importante uma identificação e análise dessas interações, em biofilmes com mais do que duas 
espécies, de forma a permitir uma melhor compreensão acerca dos mecanismos que as 
desencadeiam, analisando os efeitos de uma espécie sobre outra(s). Este estudo permitirá 
avaliar a patogénese de infeções, pois as interações que subsistem entre as bactérias 
desempenham um papel importante na mesma (180). 
Num biofilme, os isolados podem contribuir com quantidades distintas para a biomassa. A 
identificação das interações em biofilmes polimicrobianos é mais rigorosa quando é possível a 
determinação dessas contribuições. Essa contabilização permitirá um aprofundamento do estudo 
e uma melhor interpretação das interações entre as espécies. O método proposto é muito 
utilizado nesta área e consiste na reação em cadeia da polimerase quantitativa (qPCR), medida 
em tempo real (8, 228, 229). Este método é simples, rápido e económico, permitindo a descriminação 
do número de genes pertencentes a cada espécie do biofilme (230). 
Uma outra área de interesse numa perspetiva de investigação aplicada, será o desenvolvimento 
de processos alternativos para controlo da qualidade microbiológica de águas ornamentais. Uma 
estratégia pluridisciplinar sustentável, que compreenda tanto o desenvolvimento de novos 
materiais a utilizar na construção de lagos artificiais, ou outros, como de métodos alternativos 
para controlo microbiológico da água com menor impacto ambiental. 
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Anexos 
Anexo I – Deslizamento em meio semi-sólido. 
 
Tabela I.1 – Distâncias de deslizamento. 
Isolados 
18 horas 5 dias 
25 ºC 37 ºC 25 ºC 
Espécie ID Ø médio (cm) ± dp Ø (cm) 
E. coli 
41 5,6 ± 0,1 8,3 ± 0,0 8,5 
42 2,4 ± 0,1 6,3 ± 0,7 9,0 
43 2,8 ± 0,2 7,5 ± 0,4 8,5 
P. aeruginosa 51 0,8 ± 0,1 1,3 ± 0,2 1,7 
P. putida 
52 1,2 ± 0,0 1,7 ± 0,1 1,5 
53 2,0 ± 0,1 3,0 ± 0,1 9,0 
P. oryzihabitans 57 0,6 ± 0,1 1,0 ± 0,1 9,0 
A. veronii 13 1,2 ± 0,2 2,9 ± 0,1 3,9 
A. sobria 
15 0,8 ± 0,0 1,4 ± 0,1 2,7 
16 2,0 ± 0,1 8,2 ± 0,0 3,5 
19 2,1 ± 0,1 6,8 ± 1,0 3,0 
A. hydrophila/caviae 24 1,9 ± 0,2 3,9 ± 0,1 3,0 
A. sobria 
29 1,7 ± 0,0 3,1 ± 0,1 1,7 
32 3,1 ± 0,1 3,1 ± 0,2 9,0 
K. pneumoniae 
45 5,0 ± 0,1 9,0 ± 0,0 9,0 
46 0,8 ± 0,1 1,0 ± 0,2 1,1 
47 4,7 ± 0,2 9,0 ± 0,0 9,0 
48 1,2 ± 0,1 0,9 ± 0,0 1,6 
49 7,1 ± 0,1 1,0 ± 0,3 7,1 
50 1,4 ± 0,1 1,2 ± 0,2 1,4 
Foram utilizadas placas de petri com um diâmetro (Ø) de 9,0 centímetros. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
